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A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E S I S  O F  D a n i e l  G o r d o n  S m i l e y  f o r  t h e  M a s t e r  
o f  S c i e n c e  i n  Bio~ogy p r e s e n t e d  J u l y  1 5 ,  1 9 8 1 .  
T i t l e :  A  G e n e t i c  a n d  P h y s i o l o g i c a l  S t u d y  o f  a n  A r s e n i t e  R e s i s t a n t ,  
U n c o u p l e d  M u t a n t  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i .  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
D e n n i s  W .  B a r n u m  
C h r o m o s o m a l l y  d e t e r m i n e d  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i  
i s  w e l l  c h a r a c t e r i z e d .  L i t t l e ,  h o w e v e r ,  i s  k n o w n  a b o u t  c h r o m o s o m a l l y  
d e t e r m i n e d  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  i n  E .  c o l i .  A c c o r d i n g l y ,  s p o n t a n e o u s  
a r s e n i t e  r e s i s t a n t  m u t a n t s  w e r e  s e l e c t e d  i n  a  p l a s m i d  f r e e  s t r a i n  o f  
, ,  
2  
E .  c o l i .  O n e  m u t a n t  s t r a i n  w a s  a n a l y z e d  i n  d e t a i l ,  g e n e t i c a l l y  a n d  
p h y s i o l o g i c a l l y .  T h e  m u t a t i o n  c o n f e r i n g  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  w a s  s h o w n  
t o  b e  a  s i n g l e  g e n e  m u t a t i o n .  G e n e t i c  m a p p i n g  s t u d i e s  u s i n g  c o n j u g a -
t i o n  a n d  t r a n s d u c t i o n  s h o w e d  t h a t  t h e  m u t a t i o n  w a s  c l o s e l y  l i n k e d  
t o  t h e  i l v  r e g i o n  o f  t h e  E .  c o l i  m a p .  
P h y s i o l _ o g i c a l  s t u d i e s  o f  t h i s  m u t a n t  s h o w e d  t h a t  i t  s h a r e d  c h a r -
a c t e r i s t i c s  c o m m o n  t o  t h o s e  o f  m u t a n t s  o f  E .  c o l i  d e f e c t i v e  i n  t h e  
m e m b r a n e  b o u n d  a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a s e  ( A T P a s e ) .  S u c h  c e l l s  a r e  u n a b l e  
t o  g e n e r a t e  A T P  b y  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n ,  t h e  m a j o r  m e c h a n i s m  
b y  w h i c h  a e r o b i c  o r g a n i s m s  o b t a i n  e n e r g y .  A s  a  r e s u l t ,  t h e s e  c e l l s  
e x h i b i t  a n  i n a b i l i t y  t o  g r o w  o n  n o n - f e r m e n t a b l e  c a r b o n  s o u r c e s ,  a  
h e i g h t e n e d  s e n s i t i v i t y  t o  s t r e p t o m y c i n ,  l o w e r e d  g r o w t h  y i e l d s  w h e n  g r o w n  
a e r o b i c a l l y  i n  l i m i t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e ,  a n d  a n  i n a b i l i t y  
t o  g r o w  a n a e r o b i c a l l y  o n  g l u c o s e .  
T h e  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  a n d  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  a s s o c i a t e d  w i t h  
a  d e f e c t i v e  A T P a s e  w e r e  s h o w n  t o  b e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  s a m e  m u t a t i o n .  
T h e  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  m a p p e d  i n  o r  n e a r  t h e  o p e r o n  c o d i n g  f o r  t 4 e  s u b -
u n i t s  o f  t h e  m e m b r a n e  b o u n d  A T P a s e .  T h i s  o p e r o n  i s  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  
u n c  o p e r o n ,  a n d  i s  a t  m a p  p o s i t i o n  8 3 . 4  o n  t h e ! ·  c o l i  m a p ,  0 . 7  l . l l l i t s  
f r o m  t h e  i l v  l o c u s ,  w h i c h  m a p s  a t  8 4 . 1  u n i t s .  
T o  g a i n  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  m e c h a n i s m  o f  a r s e n i t e  t o x i c i t y  i n  E .  
c o l i ,  A T P  l e v e l s  i n  t h e  w i l d  t y p e  s t r a i n  a n d  t h e  a r s e n i t e  r e s i s t a n t ,  
u n c o u p l e d  m u t a n t  w e r e  c o m p a r e d  a f t e r  t r e a t m e n t  o f  t h e  c e l l s  w i t h  a r s e n -
i t e .  T h e  e f f e c t  o f  a r s e n i t e  w a s  t o  r a p i d l y  l o w e r  A T P  l e v e l s  i n  t h e  
w i l d  t y p e  s t r a i n ,  w h e r e a s  i n  t h e  m u t a n t  s t r a i n ,  t h e  l e v e l s  o f  A T P ,  
a l t h o u g h  l o w e r  t o  b e g i n  w i t h ,  r e m a i n e d  c o n s t a n t  •  
. .  
l  
T h i s  w o r k  p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  a r s e n i t e  o n  E .  
c o l i  c e l l s  i s  b a c t e r i o s t a t i c  r a t h e r  t h a n  b a c t e r i o c i d a l .  A r s e n i t e  
i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  w a s  s h o w n  t o  b e  r e v e r s i b l e .  
T h e  i m p l i c a t i o n  t h a t  t h e  A T P a s e  i s . a  t a r g e t  f o r  a r s e n i t e  t o x i -
c i t y  i s  d i s c u s s e d .  
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T O  T H E  O F F I C E  O F  G R A D U A T E  S T U D I E S  A N D  R E S E A R C H :  
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I N T R O D U C T I O N  
T h e  m o s t  n o t a b l e  b i o l o g i c a l  e f f e c t  o f  a r s e n i c  i s  i t s  t o x i c i t y .  
T h e  a b i l i t y  o f  a r s e n i c - c o n t a i n i n g  c o m p o u n d s  t o  k i l l  o r g a n i s m s  h a s  
b e e n  e x p l o i t e d  i n  v a r i o u s  f a s h i o n s  t h r o u g h o u t  h i s t o r y .  T h e  d e a t h  o f  
N a p o l e o n  B o n a p a r t e  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  a r s e n i c  p o i s o n i n g  ( 1 ) .  
R e c e n t l y ,  h a i r  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  N a p o l e o n  a f t e r  h i s  d e a t h  h a v e  b e e n  
a n a l y z e d  f o r  a r s e n i c  c o n t e n t  b y  n e u t r o n - a c t i v a t i o n .  T h e  l e v e l s  f o u n d  
w e r e  2 0 - f o l d  h i g h e r  t h a n  n o r m a l  ( 2 ) .  A l t h o u g h  t h e  e x a c t  c a u s e  o f  N a p o -
l e o n '  s  d e a t h  i s  s t i l l  c o n t r o v e r s i a l  t h e  p o s s i b i l i t y  e x i s t s  t h a t  h e  w a s  
d e l i b e r a t e l y  p o i s o n e d  b y  h i s  a t t e n d i n g  p h y s i c i a n s .  T h e  a b i l i t y  o f  a r -
s e n i c  t o  a c t  a s  a  c h e m o t h e r a p u t i c  a g e n t  a g a i n s t  p a t h o g e n i c  o r g a n i s m s  
h a s  b e e n  e x p l o i t e d  s i n c e  t h e  1 9 t h  c e n t u r y .  E h r l i c h ' s  " m a g i c  b u l l e t " ,  
S a l v a r s a n  ( a r s p h e n a m i n e ) ,  a n d  o t h e r  a r s e n i c a l s  w e r e  u s e d  t o  k i l l  t h e  
o r g a n i s m s  r e s p o n s i b l e  f o r  s y p h i l l i s  a n d  t r y p a n o s o m i a s i s  ( 3 ) .  H i s t o r -
i c a l l y ,  t h e  p o i s o n o u s  p r o p e r t i e s  o f  ars~nic h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  i n  a g -
r i c u l t u r e  a n d  i n d u s t r y .  P a r i s  G r e e n ,  a n d  o t h e r  c o m p o u n d s  c o n t a i n i n g  
a r s e n i c  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  w i d e l y  a s  h e r b i c i d e s  a n d  p e s t i c i d e s  s i n c e  
t h e  l a t e  1 8 0 0 ' s  ( 4 ) .  T h e  p o t e n t i a l  t h a t  a r s e n i c  h a s  f o r  h a r m  a n d  b e n e -
f i t  a r e  w e l l  s t a t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  1 7 t h  c e n t u r y  p o e m  
I  a m  a n  e v i l ,  p o i s o n o u s  s m o k e  
B u t  w h e n  f r o m  e v i l  I  a m  f r e e d ,  
T h r o u g h  a r t  a n d  s l e i g h t  o f  h a n d  
T h e n  c a n  I  c u r e  b o t h  m a n  a n d  b e a s t ,  
F r o m  d i r e  d i s e a s e  o f t t i m e s  d i r e c t  t h e m ;  
B u t  p r e p a r e  m e  c o r r e c t l y ,  a n d  t a k e  g r e a t  c a r e  
T h a t  y o u  f a i t h f u l l y  k e e p  w a t c h f u l  g u a r d  o v e r  m e ;  
F o r  e l s e  I  a m  p o i s o n ,  a n d  p o i s o n  r e m a i n  
T h a t  p i e r c e s  t h e  h e a r t  o f  m a n y  a  o n e  
V a l e n t i n i ,  1 6 9 4  ( 5 ) .  
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A r s e n i c - c o n t a i n i n g  c o m p o u n d s  h a v e  a  w i d e  distribut~on i n  a i r ,  
w a t e r ,  a n d  s o i l  ( 6 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  a r s e n i c  i n  d r i n k i n g  w a t e r  d o e s  
n o t  g e n e r a l l y  p o s e  a  t h r e a t  t o  h e a l t h ,  b u t  t h e r e  h a v e  b e e n  r e p o r t s  o f  
c h r o n i c  a r s e n i c  p o i s o n i n g  f r o m  d r i n k i n g  c o n t a m i n a t e d  w e l l  w a t e r  ( 7 ) .  
A r s e n i c  e n t e r s  t h e  e n v i r o n m e n t  p r i n c i p a l l y  a s  a r s e n i c  t r i o x i d e ,  a  w h i t e  
o d o r l e s s  p o w d e r  w h i c h  i s  a  b y p r o d u c t  f r o m  t h e  s m e l t i n g  o f  n o n - f e r r o u s  
m e t a l  o r e s  s u c h  a s  c o p p e r  a n d  z i n c  ( 6 ) .  T h e  c o n t i n u e d  u s e  o f  a r s e n i c  
i n  h e r b i c i d e s  a n d  p e s t i c i d e s ,  a s  w e l l  a s  i t s  u s e  i n  s h e e p  d i p s  t o  
c o n t r o l  t i c k s  a n d  f l e a s  c o n s t i t u t e s  a  s i g n i f i c a n t  h e a l t h  h a z a r d  ( 8 ) .  
E x p o s u r e  t o  a r s e n i c - c o n t a i n i n g  c o m p o u n d s  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e v e r a l  f o r m s  o f  c a n c e r .  A n  i n c r e a s e  i n  l u n g  
c a n c e r  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e  i n h a l a t i o n  o f  a i r b o r n e  a r s e n i c  
t r i o x i d e  b y  s m e l t e r  w o r k e r s  ( 9 ) .  T h e r e  i s  a  s t r o n g  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
a r s e n i c  t h e r a p y  a n d  b r o n c h i a l  c a r c i n o m a s  ( 1 0 ) .  O t h e r  f o r m s  o f  c a n c e r  
associate~ w i t h  a r s e n i c  e x p o s u r e  i n c l u d e  l i v e r  a n d  s k i n  c a n c e r  ( 1 1 ) .  
A l t h o u g h  n o  e v i d e n c e  e x i s t s  t h a t  a r s e n i c  i s  a  c a r c i n o g e n  i n  l a b o r a t o r y  
a n i m a l s ,  i t  p r o b a b l y  a c t s  a s  a  c o - c a r c i n o g e n .  E v i d e n c e  f o r  t h i s  a s s e r -
t i o n  s t e m s  f r o m  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  s o d i u m  a r s e n i t e  w a s  s h o w n  t o  
d e c r e a s e  t h e  a b i l i t y  o f  E .  c o l i  c e l l s  t o  r e p a i r  D N A  f o l l o w i n g  d a m m a g e  
b y  U V  i r r a d i a t i o n  ( 1 2 ) .  A  n u m b e r  o f  o t h e r  d i s o r d e r s  i n c l u d i n g  h y p e r -
p i g m e n t a t i o n ,  k e r a t o s i s ,  a n d  v a s c u l a r  a b n o r m a l i t i e s  h a v e  b e e n  a t t r i -
b u t e d  t o  e x p o s u r e  t o  v a r i o u s  f o r m s  o f  a r s e n i c  ( 1 1 ) .  
T h e  m e t a b o l i s m  a n d  t o x i c i t y  o f  a r s e n i c  d e p e n d s  o n  i t s  c h e m i c a l  
f o r m .  A  l a r g e  n u m b e r  o f  o r g a n i c  c o m p o u n d s  c o n t a i n i n g  a r s e n i c  e x i s t ,  
b u t  a  d i s c u s s i o n  o f  t h e m  i s  b e y o n d  t h e  s c o p e  o f  t h i s  t h e s i s ,  w h i c h  
w i l l  f o c u s  e x c l u s i v e l y  o n  t h e  e f f e c t s  o f  i n o r g a n i c  a r s e n i c .  I n o r -
g a n i 0  a r s e n i c  h a s  t h r e e  o x i d a t i o n  s t a t e s ,  - 3 ,  + 3 ,  a n d  + 5 .  A r s i n e ,  
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i s  a  t o x i c  g a s ,  a n d  i s  u n s t a b l e  i n  a i r  ( 1 3 ) .  I t s  t o x i c i t y  i s  n o t  w e l l  
u n d e r s t o o d ,  b u t  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  t e n d e n c y  f o r  a r s i n e  t o  b e  o x i -
d i z e d  t o  a r s e n f t e .  
T h e  t o x i c i t y  a n d  m e t a b o l i s m  o f  p e n t a v a l e n t  a r s e n i c ,  a r s e n a t e ,  
h a s  b e e n  t h o r o u g h l y  s t u d i e d  i n  e u k a r y o t i c  a n d  p r o k a r y o t i c  s y s t e m s .  
I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a r s e n a t e  i s  a n  a n a l o g u e  o f  p h o s p h a t e  a n d  
c a n  s u b s t i t u t e  f o r  t h e  l a t t e r  i n  b i o c h e m i c a l  r e a c t i o n s  ( 1 4 ) .  A n  
i m p o r t a n t  t a r g e t  o f  arsenat~ t o x i c i t y  i s  s u b s t r a t e  l e v e l  p h o s p h o r y l a -
t i o n .  S u b s t r a t e  l e v e l  p h o s p h o r y l a t i o n  i n v o l v e s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  
i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  i n t o  h i g h  e n e r g y  o r g a n i c  p h o s p h a t e  b o n d s .  T h e  e n -
e r g y  i n  t h i s  b o n d  i s  c o n s e r v e d  b y  t r a n s f e r r i n g  t h e  h i g h  e n e r g y  p h o s -
p h a t e  g r o u p  t o  A D P  f o r m i n g  A T P .  A n  e x a m p l e  o f  s u c h  a  r e a c t i o n  i s  t h e  
o x i d a t i o n  o f  g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  t o  3 - p h o s p h o g l y c e r o y l  p h o s p h a t e  
( 1 , 3  d i p h o s p h o g l y c e r a t e )  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  i n o r g a n i c  
p h o s p h a t e  i n t o  a  h i g h  e n e r g y  p h o s p h a t e  b o n d ,  w h i c h  i s  s u b s e q u e n t l y  
t r a n s f e r r e d  t o  A D P .  W h e n  a r s e n a t e  i s  p r e s e n t  i n  c e l l s ,  i t  s u b s t i t u t e s  
f o r  p h o s p h a t e  i n  t h i s  r e a c t i o n  f o r m i n g  3 - p h o s p b o g l y c e r o y l  a r s e n a t e ,  
a  h i g h l y  u n s t a b l e  c o m p o u n d  t h a t ·  u n d e r g o e s  s p 6 n t a n e o u s  d e c o m p o s i t i o n  
( a r s e n o l y s i s )  t o  f o r m  a r s e n a t e  a n d  3 - p h o s p h o g l y c e r a t e .  I n  t h i s  m a n n e r ,  
a r s e n a t e  u n c o u p l e s  t h e  o x i d a t i o n  o f  g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  f r o m  
t h e  f o r m a t i o n  o f  A T P .  
A r s e n a t e  p r e s u m a b l y  a c t s  i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n  a s  a n  u n c o u p l e r  o f  
o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n .  T h e r e  a r e  t w o  princ~ple s t e p s  t h a t  c o n t r i -
I ·  
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b u t e  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  A T P  b y  t h i s  p r o c e s s .  F i r s t ,  t h e  o x i d a t i o n  
o f  s u b s t r a t e s  b y  t h e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  s y s t e m  g e n e r a t e s  a  t r a n s m e m -
b r a n e  h y d r o g e n  i o n  g r a d i e n t  b y  e x t r u d i n g  p r o t o n s  f r o m  t h e  i n s i d e  o f  a  
b a c t e r i a l  c e l l  o r  m i t o c h o n d r i o n  ( 1 5 ) .  S e c o n d ,  t h e  H +  i o n s  m o v e  d o w n  
t h e i r  e l e c t r o c h e m i c a l  p o t e n t i a l  g r a d i e n t  a n d  p a s s  t h r o u g h  a  c o m p l e x ,  
m e m b r a n e  b o u n d  e n z y m e ,  v a r i o u s l y  c a l l e d  t h e  A T P  s y n t h e t a s e  o r  t h e  
a d e n e s i n e  t r i p h o s p h a t a s e  ( A T P a s e ) .  A s  a  r e s u l t  o f  t h e  m o v e m e n t  o f  p r o -
t o n s  t h r o u g h  t h e  A T P a s e ,  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  a n d  A D P  a r e  c o m b i n e d  t o  
f o r m  A T P  ( 1 6 ) .  l n  t h e  p r e s e n c e  o f  a r s e n a t e ,  s u b s t r a t e s  a r e  o x i d i z e d  
a n d  a n  e l e c t r o c h e m i c a l  p r o t o n  g r a d i e n t  i s  f o r m e d ,  b u t  n o  A T P  i s  g e n e r -
a t e d  b y  t h e  A T P a s e  ( 5 ,  1 7 ) .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  a r s e n a t e  c o m p e t e s  w i t h  
p h o s p h a t e  i n  b l o c k i n g  A T P  f o r m a t i o n .  
I n  o r d e r  t o  e x e r t  i t s  t o x i c  e f f e c t s ,  a r s e n a t e  m u s t  e n t e r  t h e  c e l l .  
A r s e n a t e  e n t r y  i n t o  ~· c o l i  c e l l s  h a s  b e e n  t h o r o u g h l y  s t u d i e d .  T h e r e  
a r e  f o u r  p h o s p h a t e  u p t a k e  s y s t e m s  i n  E .  c o l i .  T h r e e  o f  t h e s e  s y s t e m s  
d o  n o t  r e a d i l y  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  a r s e n a t e ,  a n d  t r a n s -
p o r t  b o t h  m o l e c u l e s  i n t o  t h e  c e l l  ( 1 7 ) .  T h e  p r i m a r y  u p t a k e s  
s y s t e m  f o r  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  ( p i t )  i s  a l w a y s  p r e s e n t  a n d  f u n c t i o n i n g  
i n  w i l d  t y p e  E .  c o l i  c e l l s .  T h e  o t h e r  t w o  s y s t e m s ,  t h e  g l y c e r o l  
p h o s p h a t e  t r a n s p o r t  s y s t e m  ( g l p T ) ,  a n d  t h e  h e x o s e  p h o s p h a t e  t r a n s -
p o r t  s y s t e m  ( u h p T )  a r e  i n d u c i b l e  a n d  a c t i v e  o n l y  w h e n  E  •  . £ 2 1 ! .  c e l l s  
a r e  g r o w n  o n  g l y c e r o l  o r  h e x o s e  p h o s p h a t e  m e d i a ,  r e s p e c t i v e l y .  M u t a n t s  
o f  E .  c o l i  t h a t  h a v e  l o s t  a  f u n c t i o n a l  p i t  s y s t e m  f o r  p h o s p h a t e  a n d  
a r s e n a t e  t r a n s p o r t ,  i n s t e a d  u t i l i z e  t h e  f o u r t h ,  i n d u c i b l e ,  h i g h  a f f i n i t y  
p h o s p h a t e  s p e c i f i c  (~) t r a n s p o r t  s y s t e m  t h a t  i s  b e t t e r  a b l e  t o  d i s -
c r i m i n a t e  b e t w e e n  p h o s p h a t e  a n d  a r s e n a t e  ( 1 8 ) .  S u c h  m u t a n t s  a r e  r e s i s -
t a n t  t o  a r s e n a t e  e x c e p t  w h e n  g r o w n  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h e r e  t h e  ~lycerol 
o r  h e x o s e  p h o s p h a t e  t r a n s p o r t  sys~ems a r e  f u n c t i o n i n g  a n d  s t i l l  a b l e  
t o  t r a n s p o r t  a r s e n a t e  i n t o  t h e  c e l l  ( 1 9 ) .  
T r i v a l e n t  a r s e n i c ,  a r s e n i t e ,  i s  t h e  m o s t  t o x i c  f o r m  o f  i n o r g a n i c  
a r s e n i c .  T h e  t o x i c  e f f e c t s  o f  a r s e n i t e  h a v e  g e n e r a l l y  b e e n  a t t r i b u t e d  
t o  t h e  a b i l i t y  o f  a r s e n i t e  t o  . c o m b i n e  w i t h  t h i o l  ( S H )  g r o u p s  o n  e n -
z y m e s ,  t h u s  i n a c t i v a t i n g  t h e m .  A n  i m p o r t a n t  t a r g e t  o f  a r s e n i t e  t o x i -
c i t y  i s  t h e  o x i d a t i v e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  p y r u v a t e  t o  f o r m  a c e t y l  C o A ,  
a n  e s s e n t i a l  r e a c t i o n  b y  w h i c h  · c a r b o h y d r a t e s  a r e  m e t a b o l i z e d  u n d e r  
a e r o b i c  c o n d i t i o n s  ( 5 ) .  A  c o m p l e x  e n z y m e  sy~tem n a m e d  t h e  pyruva~e 
d e h y d r o g e n a s e  c o m p l e x  c a r r i e s  o u t  t h i s  r e a c t i o n .  D u r i n g  t h e  r e a c t i o n ,  
a n  a c e t y l  g r o u p  f r o m  p y r u v a t e  i s  t r a n s f e r r e d  t o  a  t h i o l  g r o u p  o n  
l i p o i c  a c i d ,  a  p r o s t h e t i c  g r o u p  o f  l i p o a t e  a c e t y l t r a n s f e r a s e ,  w h i c h  
i s  a  c o n s t i t u e n t  o f  t h e  e n z y m e  c o m p l e x .  A s  d~agrammed b e l o w ,  a r s e n i t e  
c o m b i n e s  w i t h  t h e  t h i o l  g r o u p s  o f  l i p o i c  a c i d ,  p r e v e n t i n g  t h e  r e a c t i o n  
· f r o m  o c c u r i n g  
O = A s - O H  +  
~COOH 
S H  S H  
~COOH 
v  
I  +  H 2 0  
O H  ( 2 0 ) .  
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A r s e n i t e  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  a n  u n c o u p l e r  o f  o x i d a t i v e  
p h o s p h o r y l a t i o n  i n  m i t o c h o n d r i a  ( 5 ) .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  m a y  b e  
t h a t  a r s e n i t e  i n c r e a s e s  t h e  r a t e  o f  A T P  b r e a k d o w n  t o  A D P  a n d  i n o r g a n i c  
p h o s p h a t e ,  p o s s i b l y  b y  s t i m u l a t i n g  t h e  A T P  s y n t h e t a s e  t o  h y d r o l y z e ,  
r a t h e r  t h a n  s y n t h e s i z e  A T P .  T h i s  p h e n o m e n o n  m i g h t  e x p l a i n  ~he p r e -
v i o u s l y  m e n t i o n e d  i n h i b i t i o n  o f  D N A  r e p a i r  b y  a r s e n i t e  i n  E .  c o l i  
c e l l s .  A r s e n i t e  l o w e r e d  A T P  l e v e l s  i n  b o t h  t h e  U V  i r r a d i a t e d  a n d  u n -
i r r a d i a t e d  c e l l s  ( 1 2 ) .  I t  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  D N A  
r e p a i r  i s  e n h a n c e d  b y  A T P  i n  E .  c o l i  c e l l s  ( 2 1 ) .  
T h e r e  i s  n o  i n f o r m a t i o n  a t  t h e  p r e s e n t  t i m e  concern~ng t h e  t r a n s -
p o r t  o f  a r s e n i t e  i n t o  . : g _ .  c o l i  c e l l s .  I t  i s  n o t  k n o w n  i f  a r s e n i t e  i s  
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e v e n  t a k e n  u p  i n t o  E .  c o l i  c e l l s  a t  a l l .  S o m e  b a c t e r i a  a r e  n a t u r a l l y  
r e s i s t a n t  t o  a r s e n i t e  b u t  t h e  m e c h a n i s m s  i n v o l v e d  h a v e  n o t  b e e n  c o m p l e t e - ·  
l y  c h a r a c t e r i z e d .  S o m e  b a c t e r i a  d e t o x i f y  a r s e n i t e  b y  o x i d i z i n g  i t  t o  
a r s e n a t e  ( 2 2 ) .  O t h e r  s t r a i n s  c a r r y  e x t r a c h r o I D Q s o m a l ,  s e l f - r e p l i c a t i n g  
D N A  e l e m e n t s  c a l l e d  p l a s m i d s ,  w h i c h  c a n  c o n f e r  r e s i s t a n c e  ~o b o t h  
a r s e n a t e  a n d  a r s e n i t e  ( 2 3 ) .  T h e  p l a s m i d  g e n e s  i n v o l v e d  w i t h  a r s e n i t e  
a n d  a r s e n a t e  r e s i s t a n c e  i n  E .  c o l i  a r e  s e p a r a t e ,  i n d i c a t i n g  d i f f e r e n t  
r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m s  ( 2 3 ) .  T h e  g e n e s  i n v o l v e d  i n  n o n - p l a s m i d ,  c h r o -
m o s o m a l l y  d e t e r m i n e d  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  h a v e  n o t  b e e n  c h a r a c t e r i z e d  
i n  a n y  b a c t e r i a l  o r g a n i s m ,  i n c l u d i n g  E .  c o l i .  
T h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  t h e s i s  w e r e  t o  g a i n  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  
m e c h a n i s m  o f  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i ,  a n d  b y  c o m p a r i n g  
w i l d  t y p e  a n d  r e s i s t a n c e  m u t a n t  s t r a i n s ,  t o  o b t a i n  i n f o r m a t i o n  c o n -
c e r n i n g  t h e  p r i m a r y  t a r g e t  s i t e  f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y  i n  E .  c o l i  c e l l s .  
_ J  
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
B a c t e r i a l  S t r a i n s  a n d  B a c t e r i o p h a g e  
T h e  f o l l o w i n g  i s  a  l i s t  o f  t h e  b a c t e r i a l  s t r a i n s  a n d  b a c t e r i o -
p h a g e  u s e d  f o r  t h e s e  s t u d i e s .  
E s c h e r i c h i a  c o l i  
S t r a i n  
S e x  
-
P S 2 1  
F  
-
P S 2 4  
F  
P S 2 5  
F -
P S 2 7  
F -
P S 2 8  
F  
-
C S H 6 1  H f r  
C S H 6 4  
H f r  
A N 3 4 6  
F -
R e l e v a n t  G e n e t i c  M a r k e r s  
l e u  p u r E  ! _ ! : P .  h i s  p h e A  
a r g  r p s l  i l v A  m e t A  t h i  
A s a r  o t h e r  m a r k e r s  a s  
i n  P S 2 1  
A s i r  o t h e r  m a r k e r s  a s  
i n  P S 2 1  
r  
N a l  o t h e r  m a r k e r s  a s  
i n  P S 2 1  
B g I +  o t h e r  m a r k e r s  a s  
i n  P S 2 1  
t h i  S t r
8  
t h i  S t r
8  
U n c +  
S o u r c e  
J  . w .  M y e r s  
S p o n t a n e o u s  A s i r  
m u t a n t  o f  P S 2 1  
s e l e c t e d  o n  4 0 m M  
a r s e n a t e  
S p o n t a n e o u s  A s i r  
m u t a n t  o f  P S . 2 1  
s e l e c t e d  o n  7 m M  
a r s e n i t e  
S p o n t a n e o u s  N a l r  
m u t a n t  o f  P S 2 5  
s e l e c t e d  o n  5 0 µ g / m l  
n a l i d i x i c  a c i d  
S p o n t a n e o u s  B g l +  
m u t a n t  o f  P S 2 5  
s e l e c t e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  0 . 2 %  
s a l i c i n  
C o l d  S p r i n g  H a r b o r  
L a b o r a t o r y  ( 2 4 )  
C o l d  S p r i n g  H a r b o r  
L a b o r a t o r y  ( 2 4 )  
E .  c o l i  G e n e t i c  
S t o c k  C e n t e r  ( E C G S C )  
1 1 6 3 0 7  
8  
S t r a i n  
S e x  
R e l e v a n t  G e n e t i c  M a r k e r s  
S o u r c e  
- -
A N 1 2 0  
p -
o o c A  4 0 1  
E C G S  C  1 1 5 1 0 0  
- - - -
A N 7 1 9  
F -
u n c B  4 0 2  
E C G S C  / } 6 3 0 9  
A N 7 8 1  
F  
-
l . l l l C C  4 2 4  
E C G S C  1 / 6 3 1 0  
- - - -
A N 8 1 7  
-
u n c D  4 0 9  
E C G S C  / / 6 3 1 1  
F  
- - - -
A N 9 3 6  
F -
l . l l l C E  4 2 9  
E C G S C  / / 6 3 1 2  
- - - -
A N 1 4 1 9  F  
-
u n c F  4 6 9  
E C G S C  1 / 6 3 1 3  
- - - -
A l c a l i g e n e s  f  a e c a l i s  
Y E 5 6  F  
A s i r  
M . L .  T a y l o r  
B a c t e r i o p h a g e  
T h e  b a c t e r i o p h a g e  u s e d  i n  t h i s  w o r k  w a s  P l V .  
M e d i a  
T w o  m e d i a  w e r e  u s e d  f o r  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s .  O n e  w a s  a  
m o d i f i c a t i o n  o f  N e i d h a r t ' s  m i n i m a l  m e d i u m  f o r  E n t e r o b a c t e r i a  ( N  m e d i u m )  
( 2 5 ) .  T h e  c a l c i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  i n c r e a s e d  t o  5  X  10-~, 
t h e  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  1 . 0 0 m M ,  a n d  t h e  s o d i u m  
b i c a r b o n a t e  w a s  e l i m i n a t e d .  T h e  m e d i u m  o f  D a v i s  a n d  M i n g i o l a  ( D a v i s  
m e d i u m ) ,  w a s  u s e d  a s  t h e  o t h e r  m e d i u m  ( 2 6 ) .  F o r  b o t h  m e d i a ,  u n l e s s  
o t h e r w i s e  s t a t e d ,  g l u c 9 s e  ( 0 . 5 % )  w a s  u s e d  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e ,  a n d  
g r o w t h  f a c t o r s  w e r e  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 5 % ,  e x c e p t  
a d e n i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( 0 . 2 5 % ) ,  a n d  t h i a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( 0 . 0 0 1 % ) .  
O t h e r  s u g a r s  u s e d  a s  i n d i c a t e d ,  w e r e  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  
o f  0 . 2 % .  M e d i a  f o r  c o n j u g a t i o n  a n d  t r a n s d u c t i o n  s t u d i e s  w e r e  L B  
m e d i u m ,  L u r i a  b r o t h ,  a n d  H  m e d i u m .  T h e s e  m e d i a  w e r e  p r e p a r e d  a s  
d e s c r i b e d  b y  M i l l e r  ( 2 4 ) .  S o f t  a g a r  t u b e s  w e r e  p r e p a r e d  w i t h  0 . 8 %  
D i f e o  a g a r  a n d  u s e d  a t  4 5 C .  F i f t e e n  g r a m s  p e r  l i t e r  D i f e o  a g a r  w a s  
a d d e d  t o  l i q u i d  m e d i a  f o r  u s e  i n  p l a t e  c u l t u r e s .  
A r s e n a t e  w a s  a d d e d  a s  t h e  d i s o d i u m  s a l t ,  a n d  a r s e n i t e  w a s  a d d e d  
a s  t h e  s o d i u m  s a l t .  A r s e n i t e  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  0 . 8  e q u i v a l e n t s  o f  
H C L  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  u s e .  
G r o w t h  C o n d i t i o n s  
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U n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  l i q u i d  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  i n  l O m l  
v o l u m e s  i n  1 2 5 m l  e r l e n m e y e r  f l a s k s ,  f i t t e d  w i t h  a  s i d e  a r m  f o r  t u r -
b i d i t y  m e a s u r e m e n t s  ( k l e t t  f l a s k s ) .  C u l t u r e s  w e r e  g r o w n  a t  3 7 C  w i t h  
s h a k i n g  a t  2 0 0  r p m  i n  a  M o d e l  G - 2 5  N B S  g y r o t o r y  s h a k e r .  A  K l e t t - S u m -
m e r s o n  p h o t o e l e c t r i c  c o l o r i m e t e r  w i t h  a  # 6 6  f i l t e r  w a s  u s e d  f o r  m e a s u r -
i n g  t u r b i d i t y .  P l a t e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 C  i n  a  m o d e l  4  
T h e l c o  i n c u b a t o r .  F o r  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  g r o w t h  c u r v e s ,  K l e t t  r e a d -
i n g s  wer~ r e c o r d e d ,  a n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e .  V i a b l e  c o u n t s  w e r e  d e -
t e r m i n e d  b y  p l a t i n g  O . l m l  a l i q u o t s  f r o m  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c e l l  
s u s p e n s i o n s  o n  L B  m e d i u m  u s i n g  t h e  s o f t  a g a r  o v e r l a y  t e c h n i q u e .  
I s o l a t i o n  o f  M u t a n t s  
S p o n t a n e o u s l y  o c c u r i n g  a r s e n a t e  a n d  a r s e n i t e  r e s i s t a n t  m u t a n t s  
o f  s t r a i n  P S 2 1  w e r e  s e l e c t e d  a s  f o l l o w s :  E x p o n e n t i a l l y .  g r o w i n g  c e l l s  
i n  N  m e d i u m  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  
r e s u s p e n d e d  i n  1 / 1 0  v o l u m e  o f  t h e  s a m e  m e d i u m .  A t  t h a t  p o i n t ,  a n  a l i -
q u o t  w a s  r e m o v e d  f o r  v i a b l e  c o u n t i n g .  V a r y i n g  a m o u n t s  o f  t h e  c o n c e n -
t r a t e d  s u s p e n s i o n  w e r e ·  p l a t e d  o n  t h e  a b o v e  m e d i u m  contain~ng 7 m M  a r -
s e n i t e ,  l O m M  a r s e n i t e ,  4 0 m M  a r s e n a t e ,  o r  b o t h  4 0 m M  a r s e n a t e  a n d  7 m M  
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a r s e n i t e ,  u s i n g  t h e  s o f t  a g a r  o v e r l a y  t e c h n i q u e .  R e s i s t a n t  c e l l s  
p r o d u c e d  v i s i b l e  c o l o n i e s  a f t e r  3 - 5  d a y s  o f  i n c u b a t i o n .  
N i t r o s o g u a n i d i n e  ( N T G )  M u t a g e n e s i s  
C e l l s  o f  s t r a i n  P S 2 1  w e r e  g r o w n  i n  l O m l  o f  L B  m e d i u m  t o  a  k l e t t  
r e a d i n g  o f  3 0 ,  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  w a s h e d  t w i c e  w i t h  O . l M  
s o d i u m  c i t r a t e  b u f f e r  p H  5 . 5 ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  o r i g i n a l  v o l u m e  
o f  t h e  s a m e  s o d i u m  c i t r a t e  b u f f e r .  O n e  m i l l i g r a m  o f  N T G  w a s  a d d e d  
a n d  t h e  c e l l s  w e r e  p l a c e d  i n  a  3 7 C  w a t e r  b a t h  f o r  3 0  m i n u t e s ,  w i t h o u t  
s h a k i n g .  A t  t h e  e n d  o f  t h a t  t i m e ,  4 . 0 m l  o f  c e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d ,  
w a s h e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  O . l M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  7 . 0 ,  
a n d  r e s u s p e n d e d  i n  l O m l  o f  L B  m e d i u m .  T h e  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  
4  h o u r s ,  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  l O m l  o f  N  
m e d i u m .  A n  a l i q u o t  w a s  r e m o v e d  a t  t h a t  t i m e  f o r  a  v i a b l e  c o u n t .  O n e  
m i l l i l i t e r  s a m p l e s  ( 8  X  1 0
8  
c e l l s / m l )  w e r e  p l a t e d  o n  N  m e d i u m  c o n t a i n -
i n g  l O r n M  a r s e n i t e ,  o r  b o t h  4 0 r n M  a r s e n a t e  a n d  7 m M  a r s e n i t e ,  u s i n g  t h e  
s o f t  a g a r  o v e r l a y  t e c h n i q u e .  
V e r i f i c a t i o n  o f  S t r a i n  P u r i t y  
A r s e n a t e  a n d  a r s e n i t e  r e s i s t a n t  c o l o n i e s  w e r e  p u r i f i e d  b y  s u e -
c e s s i v e  s t r e a k i n g s  o n  a r s e n a t e - o r  a r s e n i t e - c o n t a i n i n g  p l a t e s ,  r e s p e c -
t i v e l y .  T o  m a i n t a i n  u n i f o r m  c o l o n y  m o r p h o l o g y ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t h a t  
a r s e n i t e  r e s i s t a n t  s t r a i n s  b e  r e s t r e a k e d  e v e r y  t h r e e  d a y s  o n t o  t h e  
a p p r o p r i a t e  m e d i u m .  T h e  p a r e n t a l  s t r a i n  a n d  t h e  a r s e n a t e  r e s i s t a n t  
s t r a i n s  w e r e  r e s t r e a k e d  e v e r y  5  d a y s .  
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M i n i m u m  I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n s  ( M I C )  
T h e  m i n i m u m  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  f o r  a r s e n a t e ,  a r s e n i t e ,  
s t r e p t o m y c i n ,  a n d  n e o m y c i n  w a s  e s t a b l i s h e d  f o r  t h e  v a r i o u s  s t r a i n s  
i n  t h e  f o l l o w i n g  m a n n e r :  C e l l s  w e r e  g r o w n  t o  a  k l e t t  r e a d i n g  o f  5 0  
i n  e i t h e r  N  o r  D a v i s  m e d i u m .  C e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  d i l u t e d  a n d  a p p r o x -
i m a t e l y  1 0 0  c e l l s ,  i n  0 . 1  a l i q u o t s ,  w e r e  s p r e a d  o n  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n h i b i t o r  a s  w e l l  a s  c o n t r o l  p l a t e s  c o n -
t a i n i n g  n o  i n h i b i t o r .  C o l o n i e s  w e r e  c o u n t e d  a f t e r  4 8  h o u r s  o f  i n c u -
b a t i o n .  
A e r o b i c  a n d  A n a e r o b i c  G r o w t h  Y i e l d s  
A e r o b i c  g r o w t h  y i e l d s  w e r e  d e t e r m i n e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  m a n n e r :  
T e n  m i l i l i t e r s  o f  D a v i s  m e d i u m  c o n t a i n i n g  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  d i f f e r -
e n t  conc~ntrations o f  g l u c o s e  w e r e  i n n o c u l a t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  
s t r a i n s .  T u r b i d i t y  w a s  m e a s u r e d  a f t e r  2 4  a n d  3 6  h o u r s  o f  i n c u b a t i o n .  
A n a e r o b i c  c u l t u r e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  S t e r i l e  m e d i u m ,  a s  
d e s c r i b e d  f o r  a e r o b i c  c u l t u r e s ,  w a s  a s e p t i c a l l y  i n j e c t e d  i n t o  s t e r i -
l i z e d  s e r u m  b o t t l e s  t h a t  w e r e  s e a l e d  w i t h  r u b b e r  s t o p p e r s .  T h e  a p p r o -
p r i a t e  i n n o c u l a  w e r e  t h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  b o t t l e s .  T h e  c u l t u r e s  
w e r e  p u r g e d  w i t h  N
2  
f o r  t h r e e  m i n u t e s  a n d  i n c u b a t e d  w i t h o u t  s h a k i n g .  
T u r b i d i t y  w a s  m e a s u r e d  a f t e r  2 4  a n d  2 6  h o u r s  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  
C o n j u g a t i o n  T e c h n i q u e s  
M a n y  H f r  s t r a i n s  r e v e r t  t o  F +  s t r a i n s  w h i c l i  a r e  c h a r a c t e r i z e d  
b y  l o w  f r e q u e n c i e s  o f  r e c o m b i n a t i o n  ( 2 7 ) .  T h e  f o l l o w i n g  t e s t  w a s  
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c a r r i e d  o u t  · t o  o b t a i n  c l o n e s  o f  t h e  H f r  c u l t u r e  t h a t  h a d  r e t a i n e d  t h e  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  h i g h  f r e q u e n c y  r e c o m b i n a t i o n .  F o r t y  i s o l a t e d  c o l o -
n i e s  o f  a n  H f r  s t r a i n  w e r e  s p o t t e d  o n  a n  L B  p l a t e  i n  a  g r i d  p a t t e r n  
f o r  e a s y  l o c a t i o n  o f  s t r a i n s .  T h i s  " m a s t e r "  p l a t e  c o n t a i n i n g  t h e  p r e -
s u m p t i v e  H f r  s t r a i n s  w a s  i n c u b a t e d  overnig~t, a n d  r e p l i c a  p l a t e d  o n t o  
a n o t h e r  L B  p l a t e  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  o u t l i n e d  i n  M i l l e r  ( 2 4 ) ,  
a n d  i n c u b a t e d  6 - 8  h o u r s .  I n  t h e  m e a n t i m e ,  a n  o v e r n i g h t  l i q u i d  c u l t u r e  
o f  a  s u i t a b l e  r e c i p i e n t  ( F - )  s t r a i n  w a s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  D a v i s  m e d i u m  
c o n t a i n i n g  n o  g r o w t h  f a c t o r s ,  a n d  res~spended i n  o n e - f i f t h  v o l u m e  
o f  t h e  s a m e  m e d i u m .  A  0 . 2 m l  a l i q u o t  o f  t h i s  c o n c e n t r a t e d  s u s p e n s i o n  
w a s  s p r e a d  o n  a  D a v i s  p l a t e  s e l e c t i v e  f o r  r e c o m b i n a n t s  w h i c h  c o n -
t a i n e d  2 0 0 µ g / m l  s t r e p t o m y c i n  t o  k i l l  t h e  H f r  s t r a i n .  T h e  p l a t e  a l s o  
c o n t a i n e d  g l u c o s e ,  a n d  a l l  t h e  g r o w t h  f a c t o r s  r e q u i r e d  b y  t h e  r e c i p i -
e n t  s t r a i n ,  e x c e p t  o n e ,  t h u s  p r e v e n t i n g  i t s  g r o w t h  a l s o .  T h e  c o m p o -
s i t i o n  o f  t h i s  m e d i u m  w a s  s u c h  t h a t  o n l y  r e c o m b i n a n t s  b e t w e e n  t h e  H f r  
a n d  t h e  F - s t r a i n  w o u l d  b e  a b l e  t o  g r o w .  T h e  r e p l i c a  p l a t e  c o n t a i n i n g  
• t h e  p r e s u m p t i v e  H f r  s t r a i n s  w a s  r e p l i c a  p l a t e d  o n t o  t h e  s e l e c t i v e  
m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s .  T h i s  s e l e c t i v e  p l a t e  a n d  a  c o n -
t r o l ,  c o n s i s t i n g  o f  a n  i d e n t i c a l  s e l e c t i v e  m e d i u m  b u t  n o  r e c i p i e n t  
c e l l s ,  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h o u r s .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  d e n s e  p a t c h e s  
o f  g r o w t h  i n d i c a t i n g  r e c o m b i n a t i o n  m e d i a t e d  b y  a n  H f r  s t r a i n  w e r e  d i s -
t i n g u i s h e d  f r o m  p a t c h e s  c o n s i s t i n g  o f  i s o l a t e d  c o l o n i e s ,  w h i c h  r e p r e -
s e n t e d  t h e  r e v e r t a n t  f i "  s t r a i n s .  A n  H f r  c l o n e  w a s  s~reaked o n  a n  L B  
p l a t e  f r o m  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p a t c h  o n  t h e  m a s t e r  p l a t e .  I t  w a s ·  a l m o s t  
c e r t a i n  t h a t  i s o l a t e d  c o l o n i e s  f r o m  t h e  s t r e a k  p l a t e  w e r e  H f r  c l o n e s  
a n d  w e r e  u s e d  f o r  m a t i n g  e x p e r i m e n t s .  
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T o  f i n d  t h e  a p p r o x i m a t e  l o c a t i o n  o f  t h e  g e n e  d e t e r m i n i n g  a r s e n i t e  
r e s i s t a n c e ,  a  p r o c e d u r e  s i m i l a r  t o  t h e  o n e  d e s c r i b e d  b y  M i l l e r  w a s  u s e d  
( 2 4 ) ,  A n  H f r  s t r a i n  w a s  g r o w n  i n  L B  m e d i u m  s u p p l e m e n t e d  w i t h  maltose~ 
w i t h o u t  s h a k i n g  t o  a v o i d  b r e a k a g e  o f  s e x  p i l i .  C e l l s  o f  t h e  d o n o r  
( C S H 6 1 )  a n d  r e c i p i e n t  ( P S 2 5 )  s t r a i n s  w e r e  m i x e d  i n  a  m a l e  t o  f e m a l e  
r a t i o  o f  1 : 2 0 ,  a n d  m a t i n g  w a s  a l l o w e d  t o  o c c u r  f o r  t w o  h o u r s  a t  3 7 C .  
A f t e r  m a t i n g ,  d i l u t i o n s  w~re m a d e  i n  D a v i s  m e d i u m  c o n t a i n i n g  n o  g r o w t h  
f a c t o r s ,  a n d  1 0 %  L B .  A l i q u o t s ,  c o n s i s t i n g  o f  O . l m l  o f  c e l l s ,  w e r e  
p l a t e d  o n  D a v i s  m e d i a  t h a t  s e l e c t e d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  
c l o n e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  e a c h  o f  t h e  a u x o t r o p h i c  m a r k e r s  o f  s t r a i n  P S 2 5 .  
T h e  p l a t e s  c o n t a i n e d  2 0 0 µ g / m l  s t r e p t o m y c i n  t o  s e f e c t  a g a i n s t  t h e  H f r  
s t r a i n  ( C S H 6 1 ) .  A f t e r  4 8  Q O u r s  o f  i n c u b a t i o n ,  4 0  r e c o m b i n a n t  c l o n e s  
f r o m  e a c h  c l a s s  o f  r e c o m b i n a n t  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e  i n h e r i t a n c e  o f  a r -
s e n i t e  s e n s i t i v i t y  f r o m  t h e  m a l e ,  b y  r e p l i c a  p l a t i n g  o n  s e l e c t i v e  
m e d i a  c o n t a i n i n g  l O m M  a r s e n i t e .  
A  ti~e o f  en~ry e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  
t h e  o n e  d e s c r i b e d  b y  B u o c k  a n d  A d e l b e r g  ( 2 8 ) .  A  n a l i d i x i c  a c i d  r e s i s -
t a n t  d e r i v a t i v e  o f  s t r a i n  P S 2 5 ,  s t r a i n  P S 2 7 ,  w a s  u s e d  a s  t h e  r e c i p i e n t .  
T h e  n a l i d i x i c  a c i d  s e n s i t i v e  H f r  s t r a i n  C S H 6 4  w a s  m a t e d  w i t h  P S 2 7  
a t  a · f i n a l  c e l l  d e n s i t y  o f  2 . 5  X  1 0
9  
c e l l s / m l  a n d  a  m a l e  t o  f e m a i e  
r a t i o  o f  1 : 3 ,  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  l . 2 m l .  A f t e r  5  m i n u t e s  a t  3 7 C ,  
t h e  m a t i n g  m i x t u r e  w a s  d i l u t e d  1 : 5 0 0  i n  1 0 %  L B  · i n  D a v i s  m e d i u m  c o n t a i n -
i n g  n o  g r o w t h  f a c t o r s ,  a n d  i n c u b a t i o n  w a s  c o n t i n u e d  a t  3 7 C .  S a m p l e s  
w e r e  r e m o v e d ·  e v e r y  5  m i n u t e s  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  s o f t  a g a r  t u b e s  c o n -
t a i n i n g  5~µg/ml n a l i d i x i c  a c i d ,  a g i t a t e d  a n d  p l a t e d  o n  D a v i s  min~mal 
a g a r  c o n t a i n i n g  g l u c o s e ,  n a l i d i x i c  a c i d ,  a n d  a l l  t h e  g r o w t h  f a c t o r s  
1 4  
r e q u i r e d  b y  s t r a i n  P S 2 7  e x c e p t  o n e .  
T h e  th~ee m a r k e r s  s e l e c t e d  f o r  i n  
t h i s  c r o s s  w e r e  A r g + ,  I l e + ,  a n d  M e t + .  
C a r e  w a s  t a k e n  n o t  t o  d i s t u r b  
t h e  m a t i n g  p a i r s  w h i l e  r e m o v i n g  t h e  O . l m l  s a m p l e s .  A f t e r  4 8  h o u r s  
o f  i n c u b a t i o n ,  r e c o m b i n a n t  c l o n e s  w e r e  c o u n t e d  a n d  t e s t e d  f o r  t h e  i n -
h e r i t a n c e  o f  t h e  a r s e n i t e  s e n s i t i v i t y  m a r k e r  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  
T r a n s d u c t i o n  P r o c e d u r e s  
T o  e n s u r e  a  h i g h  t i t e r  l y s a t e ,  f r e e  f r o m  a n y  c o n t a m i n a t i n g  p h a g e ,  
t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e  w a s  u s e d :  A  s i n g l e  P l V  p l a q u e  f r o m  P l V ( 6 4 )  
g r o w n  o n  s t r a i n  P S 2 8  w a s  m i x e d  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  1 0 5  P S 2 8  c e l l s  i n  
O . S m l  o f  H  m e d i u m  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 C .  T h i s  s u s p e n s i o n  w a s  a l l o w e d  
t o  l y s e  a n d  a n  a l i q u o t  ( O . l m l )  w a s  d i l u t e d  i n  H  m e d i u m  a n d  t i t e r e d  
b y  p l a t i n g  O .  l m l  a l i q u o t s  o f  t h e  d i l u t i o n s  o n  a  l a w n  o f  a  s u s c e p · t i b l e  
s t r a i n .  P h a g e  f r o m  t h e  f i r s t  l y s a t e  w e r e  a d d e d  t o  P S 2 8  c e l l s  g r o w i n g  
e x p o n e n t i a l l y  i n  i l  m e d i u m  a t  a  p h a g e  t o  c e l l  r a t i o  o f  3 .  s · :  1 .  T u r b i d i t y  
w a s  f o l l o w e d  u n t i l  i t  d r o p p e d  r a p i d l y  t o  n e a r  z e r o .  A t  t h a t  p o i n t ,  
C H C 1
3  
w a s  a d d e d  a n d  c e l l  d e b r i s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  E a c h  
l y s a t e  w a s  t i t e r e d  a n d  k e p t  s t e r i l e  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  C H C 1
3
•  L y s a t e s  
w e r e  s t o r e d  a t  4 C ,  p r i o r  t o  u s e .  
A  t r a n s d u c t i o n  p r o c e d u r e  s i m i l a r  t o  t h e  o n e  d e s c r i b e d  b y  C o x  a n d  
D o w n i e  ( 2 9 )  w a s  u s e d .  A n  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c u l t u r e  o f  s t r a i n  
C S H 6 4  i n  L u r i a  b r o t h  c o n t a i n i n g  2 . S m M  C a C 1
2  
w a s  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u -
g a t i o n  a n d  r e s u s p e n d e d  a t  a  c e l l  d e n s i t y  o f  1 0
8  
c e l l s / m l  i n  t h e  s a m e  
m e d i u m .  A n  equa~ n u m b e r  o f  P l V ( P S 2 8 )  w a s  a d d e d  i n  a  O . l m l  a l i q u o t  a n d  
t h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 C  f o r  t w e n t y  m i n u t e s .  T h e  m i x t u r e  
w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d ,  w a s h e d  t w i c e  i n  D a v i s  m e d i u m  c o n t a i n i n g  n o  g r o w t h  
1 5  
f a c t o r s ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  l m l  o f  t h e  s a m e  D a v i s  m i n i m a l  m e d i u m .  
A l i q u o t s  c o n t a i n i n g  O . l m l  o f  t h i s  s u s p e n s i o n  w e r e  p l a t e d  o n  D a v i s  a g a r  
c o n t a i n i n g  n o  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  0 . 2 %  s a l i c i n .  C o l o n i e s  r e p r e s e n t i n g  
t r a n s d u c t a n t s  a p p e a r e d  a f t e r  4 8  h o u r s  a n d  w e r e  p u r i f i e d  b y  s t r e a k i n g  
o n  s e l e c t i v e  m e d i u m .  E a c h  t r a n s d u c t a n t  c l o n e  w a s  t e s t e d  f o r  t h e  i n h e r -
i t a n c e  o f  u n s e l e c t e d  m a r k e r s  ( a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  a n d  t h e  u n c o u p l e d  
p h e n o t y p e )  b y  s p r e a d i n g  l o o p f u l s  o f  a  s u s p e n s i o n  o f  e a c h  c l o n e  o n  a  
D a v i s  a g a r  p l a t e  c o n t a i n i n g  4 m M  a r s e n i t e ,  a n d  a  s i m i l a r  p l a t e  w h e r e  
a c e t a t e  r e p l a c e d  g l u c o s e  a s  t h e  c a r b o n  s o u r c e  w i t h o u t  a r s e n i t e .  
A d e n o s i n e  T r i p h o s p h a t e  ( A T P )  D e t e r m i n a t i o n s  
C e l l u l a r  A T P  l e v e l s  w e r e  determi~ed e s s e n t i a l l y  b y  t h e  m e t h o d  
o f  K i m m a c h  e t  a l  ( 3 0 ) .  S a m p l e s  c o n t a i n i n g  0 . 4 m l  o f  c e l l s  w e r e  t r a n s -
f e r r e d  t o  O . l m l  o f  3 N  H C 1 0
4  
a n d  a l l o w e d  t o  r e m a i n  o n  i c e  f o r  3 0  m i - -
n u t e s .  A s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  a  B e c k m a n  L S 9 0 0 0  l i q u i d  s c i n t i l l a -
t i o n  c o t m t e r  s e t  o n  t h e  c o i n c i d e n c e  m o d e .  F o r  e a c h  a s s a y ,  2 0 µ 1  s a m p l e s  
o f  k n o w n  o r  u n k n o w n  a m o u n t s  o f  A T P  w e r e  a d d e d  t o  0 . 9 m l  o f  a s s a y  b u f f e r .  
T h e  r e a c t i o n  w a s  s t a r t e d  b y  a d d i n g  2 0 µ 1  o f  f i r e f l y  l a n t e r n  e x t r a c t  
( S i g m a )  a n d  c o u n t s  p e r  m i n u t e  w e r e  r e c o r d e d  f o r  0 . 1  m i n u t e s .  K n o w n  
a m o u n t s  o f  A T P  w e r e  count~d a t  r e g u l a r  i n t e r v a l s  t h r o u g h o u t  e a c h  e x p e r -
i m e n t  t o  m o n i t o r  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e .  
T h i n  L a y e r  E l e c t r o p h o r e s i s  
A r s e n i t e ,  a r s e n a t e ,  a n d  p h o s p h a t e  w e r e  s e p a r a t e d  b y  t h i n  l a y e r  
e l e c t r o p h o r e s i s .  S a m p l e s  c o n t a i n i n g  0 . 8 µ 1  w e r e  s p o t t e d  S c m  f r o m  o n e  
e d g e  o f  s i l i c a  g e l  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  s p r a y e d  w i t h  e l e c t r o p h o r -
1 6  
e s i s  b u f f e r  ( O . l M  s o d i u m - a c e t a t e  p H  8 . 1 )  a n d  p l a c e d  i n  a  f l a t  b e d  
t a p  w a t e r  c o o l e d  D e s a g e - H e i d e l b e r g  e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s .  B u f f e r  
t a n k s  w e r e  f i l l e d  w i t h  e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r .  E l e c t r o p h o r e s i s  w i c k s  
w e r e  p r e p a r e d  f r o m  W h a t m a n  # 1  f i l t e r  pape~, w a s h e d  s e v e r a l  t i m e s  i n  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  s o a k e d  w i t h  e l e c t r o p h o r e s i s  b u f f e r  b e f o r e  b r i d g i n g  
b e t w e e n  t h e  s i l i c a  g e l s  a n d  t h e  b u f f e r  t a n k s .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  
c a r r i e d  o u t  f o r  6 0  m i n u t e s  a t  4 0 0  v o l t s  u s i n g  a  c o n s t a n t  v o l t a g e  p o w e r  
s o u r c e .  F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  p l a t e s  w e r e  d r i e d  u s i n g  a  
b l o w  d r y e r .  A f t e r  d r y i n g ,  t h e  p l a t e s  w e r e  e x p o s e d  t o  i o d i n e  v a p o r s  
.  
i n  a  c l o s e d  c h a m b e r  f o r  t h r e e  m i n u t e s .  A r s e n i t e  r e a c t s  w i t h  t h e  r
2  
t o  g i v e  a  y e l l o w  s p o t .  A f t e r  r e m o v a l  f r o m  t h e  c h a m b e r ,  t h e  p l a t e s  
w e r e  l e f t  i n  a i r  u n t i l  t h e  s p o t s  d i s a p p e a r e d  ( 3 0  m i n u t e s ) .  T h e  p l . a t e s  
w e r e  t h e n  s p r a y e d  w i t h  a  1 %  s o l u t i o n  o f  a m m o n i u m  m o l y b d a t e ,  b l o w n  
d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  s p r a y e d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  1 %  s t a n n o u s  chlor~ 
i d e  i n  2 5 %  c o n c e n t r a t e d  H C l  a n d  f i n a l l y  b l o w n  d r y .  A r s e n i t e  ( o x i d i z e d  
t o  ~rsenate b y  1
2
) ,  a r s e n a t e ,  a n d  p h o s p h a t e  a p p e a r e d  a s  b~ight b l u e  
s p o t s  a g a i n s t  a  l i g h t  b l u e  b a c k g r o u n d .  
R E S U L T S  
S p o n t a n e o u s  a r s e n a t e  r e s i s t a n t  ( A s a r )  a n d  a r s e n i t e  r e s i s t a n t  
( A s i r )  m u t a n t s  o f  s t r a i n  P S 2 1  w e r e  r e a d i l y  o b t a i n e d  b y  p l a t i n g  c e l l s  
o n  N  o r  D a v i s  m e d i u m  c o n t a i n i n g  4 0 m M  a r s e n a t e  o r  7 m M  a r s e n i t e ,  r e s p e c -
t i v e l y .  T h e  f r e q u e n c y  o f  o c c u r a n c e  o f  e i t h e r  m u t a n t  t y p e  w a s  a p p r o x i -
m a t e l y  ' 5  X  i o - 8  i n  a  p o p u l a t i o n  o f  s e n s i t i v e  P S 2 1  c e l l s .  N o  s p o n t a n e -
o u s  m u t a n t s  r e s i s t a n t  t o  l O m M  a r s e n i t e  w e r e  f o u n d  a f t e r  p l a t i n g  1 0 1 1  
P S 2 1  c e l l s .  F u r t h e r m o r e ,  n o  s p o n t a n e o u s l y  o c c u r i n g  m u t a n t s ,  r e s i s t a n t  
t o  b o t h  4 0 m M  a r s e n a t e  a n d  7 m M  a r s e n i t e  c o u l d  b e  f o u n d  i n  a  p o p u l a t i o n  
o f  1 0
1 0  
P S 2 1  c e l l s .  A t t e m p t s  w e r e  m a d e  t o  o b t a i n  A s i r  m u t a n t s  r e s i s -
t a n t  t o  l O m M  a r s e n i t e  a n d  m u t a n t s  r e s i s t a n t  t o  b o t h  4 0 m M  a r s e n a t e  a n d  
7 m M  a r s e n i t e  u s i n g  N T G  a s  a  m u t a g e n .  N e i t h e r  t y p e  o f  m u t a n t  w a s  o b -
t a i n e d  a f t e r  p l a t i n g  5  X  1 0 9  P S  2 1  c e l l s ,  t r e a t e d  w i t h  N T G ,  f o r  e a c h  
c l a s s  o f  m u t a t i o n .  
T h e  m~nimum i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  .  ( M I C )  f o r  a r s e n a t e  a n d  
a r s e n i t e  w a s  d e t e r m i n e d  f o r  t h e  p a r e n t a l  s t r a i n  ( P S 2 1 ) ,  a n  A s a r  m u t a n t  
( P S 2 4 ) ,  a n d  a n  A s i r  m u t a n t  ( P S 2 5 ) .  T h e  M I C  f o r  e a c h  i n h i b i t o r  i s  d e -
f i n e d  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n h i b i t o r  a t  w h i c h  f i f t y  p e r c e n t  o f  
t h e  c e l l s  p l a t e d  s u r v i v e  t o  f o r m  c o l o n i e s .  A s  s e e n  i n  F i g u r e s  1  a n d  
2 ,  t h e  M I C  f o r  a r s e n i t e  ( F i g u r e  1 )  o f  s t r a i n s  P S 2 1 ,  P S 2 4 ,  a n d  P S 2 5  
i s  3 . 0 m M ,  4 . 0 m M ,  a n d  7 . 4 m M  respec~ively. F o r  a r s e n a t e  ( F i g u r e  2 ) ,  
t h e  M I C  f o r  t h e  s a m e  s t r a i n s  i s  1 0 . S m M ,  l S O m M ,  a n d  1 0 . S m M  r e s p e c t i v e l y .  
I t  i s  a p p a r e n t  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  m u t a t i o n  t o  A s a r  d o e s  n o t  c o n f e r  
F i g u r e  1 .  T h e  M i n i m u m  I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n  o f  A r s e n i t e  f o r  
S t r a i n s  P S 2 1 ,  P S 2 4 ,  a n d  P S 2 5 .  
E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  a v e r a g e  o f  t h r e e  p l a t e s .  
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s i g n i f i c a n t  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n i t e ,  a n d  t h a t  t h e  c o n v e r s e  i s  a l s o  t r u e ,  
n a m e l y  t h a t  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n  t o  A s i r  d o e s  n o t  c o n f e r  a r s e n a t e  
r e s i s t a n c e .  T h i s  i n f o r m a t i o n  i n d i c a t e s  t h a t  e h r o m o s o m a l l y  d e t e r m i n e d  
a r s e n a t e  a n d  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  i n  E .  c o l i  a r e  i n d e p e n d e n t  m u t a t i o n a l  
e v e n t s  a n d  t h u s  g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t .  
I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  c e r t a i n  s t r a i n s  o f  A l c a l i g e n e s  f a e c a l i s  
d e t o x i f y  a r s e n i t e  b y  o x i d i z i n g  i t  t o  a r s e n a t e  ( 2 2 ) .  T o  d e t e r m i n e  i f  
s t r a i r i  P S 2 5  ( A s i r )  w a s  a b l e  t o  o x i d i z e  a r s e n a t e ,  a  l i q u i d  c u l t u r e  
( N  m e d i u m )  w a s  e x p o s e d  t o  l O m M  a r s e n i t e  f o r  4 8  h o u r s .  T h e  s u p e r n a t a n t  
o f  t h a t  c u l t u r e  w a s  s u b j e c t e d  t o  t h i n  l a y e r  e l e c t r o p h o r e s i s  t o  s e p a r -
a t e  a r s e n a t e ,  a r s e n i t e ,  a n d  p h o s p h a t e .  F i g u r e  3  s h o w s  t h a t  s t r a i n  P S 2 5  
i s  u n a b l e  t o  o x i d i z e  a r s e n i t e  t o  a r s e n a t e  w h e r e a s  t h e  A s i r  s t r a i n  o f  
A l c a l i g e n e s  f a e c a l i s  ( Y E 5 6 ) ,  g r o w n  i n  t h e  s a m e  m e d i u m  o x i d i z e s  a l l  t h e  
a r s e n i t e  t o  a r s e n a t e .  T h i s  e x p e r i m e n t  r u l e s  o u t  o x i d a t i o n  a s  a  m e c h a n -
i s m  o f  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  f o r  s t r a i n  P S 2 5 .  
E a r l y  i n  t h e s e  s t u d i e s ,  s l o w  g r o w t h  a n d  l o w  g r o w t h  y i e l d s  w e r e  
o b s e r v e d  f o r  P S 2 5  w h e n  t h e  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  l i q u i d  L B  m e d i u m  
i s  s u c h  t h a t  t h e  p r e d o m i n a n t  c a r b o n  s o u r c e s  a r e  a m i n o  a c i d s .  A  c o m p a r i -
s o n  o f  t~e a m i n o  a c i d s  u t i l i z e d  b y  s t r a i n  P S 2 5  a n d  i t s  p a r e n t a l  s t r a i n  
P S 2 1 ,  r e v e a l e d  a  d i f f e r e n c e  i n  t h e  p a t t e r n  o f  a m i n o  a c i d  u t i l i z a t i o n .  
S t r a i n  P S 2 1  w a s  a b l e  t o  g r o w  o n  a l a n i n e ,  a s p a r a g i n e ,  a n d  p r o l i n e  a s  
c a r b o n  s o u r c e s  . w h e r e a s  t h e  a r s e n i t e  r e s i s t a n t  d e r i v a t i v e  ( P S 2 5 )  w a s  
n o t  a b l e  t o  u t i l i z e  t h e s e  a m i n o  a c i d s  f o r  c a r b o n  s o u r c " 8  ( T a b l e  I ) .  
I t  a l s o  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  t a b l e  t h a t  o t h e r  c a r b o n  s o u r c e s ,  n a m e l y  
n o n - f e r m e n t a b l e  c a r b o n  s o u r c e s  s u c h  a s  a c e t a t e  a n d  s u c c i n a t e  c o u l d  b e  
u t i l i z e d  b y  s t r a i n  P S 2 1 ,  b u t  n o t  b y  s t r a i n  P S 2 5 .  T h i s  p a t t e r n  o f  c a r -
F i g u r e  3 .  T h i n  L a y e r  E l e c t r o p h e r o g r a m  C o m p a r i n g  t h e  O x i d a t i o n  o f  
A r s e n i t e  t o  A r s e n a t e  b y  S t r a i n s  P S 2 5  a n d  Y E 5 6 .  
A  r e p r o d u c t i o n  o f  a  t y p i c a l  e l e t r o p h e r o g r a m  • .  
L a n e #  
1 .  l O m M  a r s e n a t e ,  a r s e n i t e ,  a n d  p h o s p h a t e  i n  w a t e r  
2 .  l O m M  a r s e n i t e  i n  N  m e d i u m  ( 4 8  h o u r s )  
3 .  S t r a i n  Y E 5 6  i n  l O m M  a r s e n i t e  ( N  m e d i u m ,  4 8  h o u r s )  
4 .  S t r a i n  P S 2 5  i n  l O m M  a r s e n i t e  ( N  m e d i u m , 4 8  h o u r s )  
2 3  
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T A B L E  I  
T H E  P A T T E R N  O F  C A R B O N  S O U R C E  U T I L I Z A T I O N  O F  S T R A I N S  P S 2 1 ,  P S 2 5 ,  a n d  A N 1 2 0  
A e r o b i c  G r o w t h  
B a c t e r i a l  S t r a i n s  
C a r b o n  S o u r c e  
P S 2 1  
P S 2 5  
A N 1 2 0  
g l u c o s e  + a  
+  
+  
L - p r o l i n e  
+  
s u c c i n a t e  
+  
1 - a l a n i n e  
+  
a c e t a t e  
+  
L - a s  p a r t  a t e  
+
a  
S u s p e n s i o n s  o f  e a c h  s t r a i n  w e r e  s p o t t e d  o n t o  D a v i s  m e d i u m  c o n t a i n -
i n g  e a c h  o f  t h e  i n d i c a t e d  c a r b o n  s o u r c e s  i n  t h e  p l a c e  o f  g l u c o s e .  
G r o w t h  w a s  d e t e r m i n e d  a f t e r  4 8  h o u r s  b y  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  c e l l s  t o  
f o r m  c o n f l u e n t  p a t c h e s .  
2 6  
h o n  s o u r c e  u t i l i z a t i o n  i s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  a n  u n c o u p l e d  m u t a n t ,  
s t r a i n  A N 1 2 0  ( T a b l e  I ) .  T h e  s i m i l a r i t i e s  i n  c a r b o n  s o u r c e  u t i l i z a -
t i o n  b e t w e e n  t h e  u n c o u p l e d  s t r a i n  ( A N 1 2 0 )  a n d  t h e  A s i r  m u t a n t  o f  
s t r a i n  P S 2 1  ( P S 2 5 )  l e d  u s  t o  c o m p a r e  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  s t r a i n s  
f u r t h e r .  
T h e  a e r o b i c  a n d  anaerobi~ g r o w t h  y i e l d s  o n  l i m i t i n g  c o n c e n t r a -
t i o n s  o f  g l u c o s e  w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  s t r a i n s  P S 2 1 ,  P S 2 5 ,  a n d  A N 1 2 0 .  
T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  P S 2 1  e x h i b i t s  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  g r o w t h  y i e l d s  t h a n  P S 2 5  whe~ g r o w n  a e r o b i c a l l y ,  
a n d  i s  a b l e  t o  g r o w  a n a e r o b i c a l l y  o n  g l u c o s e .  S t r a i n s  P S 2 5  a n d  A N 1 2 0  
s h o w  s i m i l a r  g r o w t h  y i e l d s  a e r o b i c a l l y ,  a n d  b o t h  a r e  u n a b l e  t o  g r o w  
a n a e r o b i c a l l y  o n  g l u c o s e .  T h e s e  d a t a  p r o v i d e  e v i d e n c e  t h a t  s t r a i n  
P S 2 5  i n  a d d i t i o n  t o  b e i n g  A s i r  i s  u n c o u p l e d .  
A n o t h e r  c h a r a c t e r i s t i c  e x h i b i t e d  b y  u n c o u p l e d  s t r a i n s  i s  a n  i n -
c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  s t r e p t o m y c i n  ( 3 1 ) .  T h e  p a r e n t a l  s t r a i n  f r o m  
w h i c h  t h e  t . m c o u p l e d  m u t a n t  A N 1 2 0  i s  d e r i v e d  ( A N 1 8 0 ) ,  h a s  a n  M I C  f o r  
~treptomycin o f  5 1 2 µ g / m l .  S t r a i n  A N 1 2 0 ,  h o w e v e r ,  h a s  a n  M I C  f o r  
s t r e p t o m y c i n  o f  6 4 µ g / m l  ( 3 2 ) .  S t r a i n s  P S 2 1  ~d P S 2 5  w e r e  c o m p a r e d  
f o r  t h e i r  s e n s i t i v i t i e s  t o  s t r e p t o m y c i n .  A s  s e e n  i n  F g i r u e  5 ,  s t r a i n  
P S 2 5  i s  m o r e  s e n s i t i v e  t o  s t r e p t o m y c i n  t h a n  t h e  p a r e n t a l  t y p e  ( P S 2 1 ) .  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  u n c o u p l e d  p h e n o t y p e  a n d  t h e  a r s e n i t e  
r e s i s t a n c e  o f  s t r a i n  P S 2 5  w e r e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  s a m e  m u t a t i o n ,  a d v a n -
t a g e  w a s  t a k e n  o f  t h e  f a c t  t h a t  u n c o u p l e d  m u t a n t s  a r e  u n a b l e  t o  g r o w  
o n  n o n - f e r m e n t a b l e  c a r b o n  s o u r c e s  s u c h  a s  a c e t a t e  a n d  s u c c i n a t e .  
S p o n t a n e o u s  r e v e r t a n t s  o f  s t r a i n  P S 2 5  w e r e  s e l e c t e d  o n  D a v i s  a g a r  
p l a t e s  c o n t a i n i n g  a c e t a t e  o r  s u c c i n a t e  a s  c a r b o n  s o u r c e s ;  T h e  f r e -
' 2 7  
F i g u r e  4 .  T h e  F i n a l  G r o w t h  Y i e l d s  o n  L i m i t i n g  C o n c e n t r a t i o n s  o f  
G l u c o s e  f o r  S t r a i n s  P S 2 1 ,  P S 2 5 ,  a n d  A N 1 2 0  C u l t u r e d  U n d e r  
A e r o b i c  a n d  A n a e r o b i c  C o n d i t i o n s .  



















F i g u r e  5 .  T h e  M i n i m u m  I n h i h i t o r y  C o n c e n t r a t i o n  o f  S t r e p t o m y c i n  f o r  
S t r a i n s  P S 2 1  a n d  P S 2 5 .  
E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  a v e r a g e  o f  t h r e e  p l a t e s .  
2 9  
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3 1  
q u e n c y  o f  s p o n t a n e o u s  r e v e r s i o n  f r o m  t h e  i n a b i l i t y  t~ g r o w  o n  s u c c i n a t e  
( U n c - )  t o  t h e  a b i l i t y  t o  u t i l i z e  s u c c i n a t e  ( U n c + )  w a s  a p p r o x i m a t e l y  
- 7  
5  X  1 0  •  A m o n g  f o r t y  s p o n t a n e o u s  r e v e r t a n t s  o f  s t r a i n  P S 2 5  t h a t  w e r e  
a b l e  t o  g r o w  o n  s u c c i n a t e ,  4 0 %  e x h i b i t e d  t h e  s a m e  s e n s i t i v i t y  t o  a r -
s e n i t e  a s  t h e  p a r e n t a l  s t r a i n  ( P S 2 1 ) .  T h e  remain~ng 6 0 %  d e m o n s t r a t e d  
d e g r e e s  o f  a r s e n i t e  s e n s i t i v i t y  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  t h o s e  o f  s t r a i n s  
P S 2 1  a n d  P S 2 5 .  T h e  A s i r  s p o n t a n e o u s  r e v e r t a n t s  h a d  a l s o  ~egained 
t h e i r  r e s i s t a n c e  t o  h i g h  l e v e l s  o f  s t r e p t o m y c i n  a n d  t h e i r  a b i l i t y  
t o  g r o w  o n  o t h e r  n o n - f e r m e n t a b l e  c a r b o n  s o u r c e s  s u c h  a s  p r o l i n e .  
T h e s e  d a t a  s t r o n g l y  i n d i c a t e  t h a t  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  a n d  t h e  u n -
c o u p l e d  p h e n o t y p e  i n  s t r a i n  P S 2 5  a r e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  s a m e  m u t a t i o n .  
T h e  a p p r o x i m a t e  l o c a t i o n  o f  t h e  g e n e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  . a r s e n -
i t e  r e s i s t a n c e  o f  s t r a i n  P S 2 5  w a s  d e t e r m i n e d  b y  ~ g r a d i e n t  o f  t r a n s -
m i s s i o n  e x p e r i m e n t  ( T a b l e  I I ) .  T h e  r e c o m b i n a n t  c l a s s  s h o w i n g  t h e  
h i g h e s t  c o - t r a n s f e r  f r e q u e n c y  o f  a r s e n i t e  s e n s i t i v i t y  f r o m  t h e  H f r  
d o n o r  t o  t h e  A s i r  r e c i p i e n t  ( P S 2 5 )  w a s  t h e  I l e +  c l a s s . a  T h i s  r e s u l t  
i n d i c a t e s  c l o s e  lin~age b e t w e e n  t h e  A s i r  d e t e r m i n a n t  a n d  t h e  i l v A  
l o c u s .  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  a b o v e  i n f e r e n c e  w a s  c o r r e c t ,  a  t i m e  
o f  e n t r y  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d .  A s  s e e n  i n  F i g u r e  6 ,  t h e  t i m e s  
o f  e n t r y  o f  t h e  k n o w n  m a r k e r s  A r g + ,  I l e + ,  a n d  M e t +  c o r r e s p o n d  t o  t h e i r  
k n o w n  m a p  p o s i t i o n s ,  w i t h i n  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  T h e  d a t a  a l s o  s h o w  
a T h e  i l v A  m u t a t i o n  i n  s t r a i n  P S 2 1  c o n f e r s  a  n u t r i t i o n a l  r e q u i r e -
m e n t  f o r  i s o l e u c i n e  ( I l e - . )  b u t  n o t  v a l i n e  ( V a l - ) .  T h e  m u t a t i o n  m a p s  
i n  t h e  i l v  o p e r o n ,  b u t  r e c o m b i n a n t s  a r e  g i v e n  t h e  p h e n o t y p e  d e s i g -
.  .  - : ; : - : ; - - + - I  1  
n a t i o n  e  •  
i .  
3 2  
T A B L E  I I  
T H E  G R A I D E N T  O F  T R A N S M I S S I O N  O F  T H E  A R S E N I T E  S E N S I T I V I T Y  M A R K E R  F R O M  
S T R A I N  C S i j 6 1  · T O  P S 2 5  
S e l e c t e d  M a r k e r  
%  A s i s  R e c o m b i n a n t s  
+  r  
A d e  S t r  
1 0  
+  r  
L e u  S t r  
8  
+  r  
M e t  S t r  
8 5  
+ a  .  r  
I l e  S t r  
9 5  
+  r  
A r g  S t r  
8 3  
+  r  
P h e  S t r  
7 5  
.  +  r  
H i s  ' S t r  
6 6  
+  r  
T r p  S t r  
6 1  
a T h e  f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a t i o n  f o r  t h e  I l e +  m a r k e r ,  a s  d e t e r m i n e d  
b y  t h e  r a t i o  o f  i n p u t  m a l e s / m l  t o  r e c o m b i n a n t s / m l  w a s  6 . 1 % .  
3 3  
F i g u r e  6 .  
s  
T h e  T i m e  o f  E n t r y  o f  t h e  A s i  M a r k e r  f r o m  t h e  H f r  S t r a i n  
C S H 6 4  t o  S t r a i n  P S 2 7  
T h e  f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a t i o n  f o r  t h e  I l e +  m a r k e r  w a s  0 . 0 9 % .  
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T i m e  ( m i n u t e s )  
3 5  
t h a t  t h e  p e r c e n t a g e  o f  I l e +  r e c o n i > i n a n t s  w h i c h  a r e  A s i
8  
r a p i d l y  i n -
c r e a s e s  f r o m  6 %  t o  9 5 %  w i t h i n  t h e  f i r s t  f i f t e e n  m i n u t e s  o f  I l e +  e n -
t r y .  
T h e s e  d a t a  c o n f i r m  t h e  c l o s e  l i n k a g e  o f  t h e  A s i s  m a r k e r  a n d  t h e  
i l v A  l o c u s .  
T r a n s d u c t i o n  m a p p i n g  i n v o l v e s  t h e  t r a n s f e r  o f  D N A  f r a g m e n t s ,  c o n -
s i s t i n g  o f  n o  m o r e  t h a n  2  m a p  u n i t s ,  f r o m  t h e  d o n o r  t o  t h e  ~ecipient 
s t r a i n .  T h i s  t e c h n i q u e  c a n  b e  u s e d  t o  d e m o n s t r a t e  d i r e c t  l i n k a g e  
o f  t w o  g e n e s .  A  t r a n s d u c t i o n  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  f o r  t w o  p u r -
p o s e s :  ( 1 )  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  U n c - p h e n o t y p e  o f  s t r a i n  P S 2 5  w a s  
t h e  r e s u l t  o f  a  m u t a t i o n  i n  t h e  ~ o p e r o n  a n d  ( 2 )  t o  s e e  i f  t h e  U n c -
p h e n o t y p e  a n d  t h e  A s i r  p h e n o t y p e  o f  P $ 2 5  c o u l d  b e  s e p a r a t e d .  I t  i s  
k n o w n  t h a t  m u t a t i o n s  i n  t h e  . ! : ! ! ! . £ .  o p e r o n  c a n  b e  m a p p e d  b y  s e l e c t i n g  
f o r  t h e  B g l +  m a r k e r  ( a b i l i t y  t o  u t i l i z e  t h e  b e t a - g a l a c t o s i d e ,  s a l i c i n ) ,  
w h i c h  i s  w i t h i n  1  m~p u n i t  o f  the~ o p e r o n  ( 3 3 ) .  A c c o r d i n g l y ,  a  
B g l +  d e r i v a t i v e  o f  t h e  U n c - A s i r  m u t a n t  P S 2 5  ( P S 2 8 )  w a s  u s e d  a s  t h e  
d o n o r .  T h e  r e c i p i e n t  ( s t r a i n  C S H 6 4 )  i s  U n c + ,  A s i s ,  a n d  B g l - .  S e l e c -
t i o n  w a s  p e r f o r m e d  o n  s a l i c i n - c o n t a i n i n g  a g a r .  T h i r t y - o n e  t r a n s -
d u c t a n t s ,  a b l e  t o  u t i l i z e  s a l i c i n  ( B g l + ) ,  w e r e  p u r i f i e d  o n  s a l i c i n -
c o n t a i n i n g  a g a r .  E a c h  t r a n s d u c t a n t  w a s  t e s t e d  f o r  t h e  i n h e r i t a n c e  
o f  t h e  u n s e l e c t e d  m a r k e r s  A s i r  a n d  U n c  •  T w o  c l a s s e s  o f  t r a n s d u c -
t a n t s  w e r e  o b t a i n e d .  C l a s s  I ,  r e p r e s e n t i n g  2 0 %  o f  t h e  B g l +  t r a n s d u c -
t a n t s  ( 6  o f  3 1 )  w e r e  U n c - a n d  A s i r .  T h e  o t h e r  c l a s s  ( c l a s s  I I ) )  r e p r e -
+  
s e n t i n g  8 0 %  o f  t h e  t r a n s d u c t a n t s  ( 2 5  o f  3 1 )  w a s  U n c  a n d  A s i s .  I n  
n o  c a s e  ¥ a s  t h e  u n c o u p l e d  p h e n o t y p e  a n d  t h e  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  s e p -
a r a t e d  b y  t r a n s d u c t i o n .  T h e s e  d a t a  s h o w  t h a t  ( 1 )  c o - t r a n s d u c t i o n  o f  
t h e  u n c o u p l e d  p h e n o t y ; e  o f  s t r a i n  P S 2 5  o c c u r s  w i t h  . B g l +  i n d i c a t i n g  
\  
\  
\ .  
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t h a t  t h e  m u t a t i o n  c o n f  e r i n g  t h e  u n c o u p l e d  p h e n o t y p e  i s  i n  o r  n e a r  t h e  
E ! ! £  o p e r o n ,  a n d  ( 2 )  t h a t  s e p a r a t i o n  o f  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  a n d  t h e  u n -
c o u p l e d  p h e n o t y p e  w a s  n o t  o b s e r v e d ,  indicat~ng t h a t  t h e  t w o  p h e n o -
t y p e s  w e r e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  s a m e  m u t a t i o n .  
S i n c e  t h e s e  e x p e r i m e n t s  s h o w  t h a t  a n  U n c  s t r a i n  c a n  a l s o  b e  
A s i r  ( s t r a i n  P S 2 5 ) ,  o t h e r  k n o w n  t m c o u p l e d  s t r a i n s  w e r e  t e s t e d  t o  d e -
t e r m i n e  i f  a n y  o f  t h e m  w e r e  a l s o  r e s i s t a n t  t o  a r s e n i t e .  M u t a n t s  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  . § _ .  c o l i  G e n e t i c  S t o c k  C e n t e r ,  r e p r e s e n t i n g  5  o f  
t h e  8  k n o w n  g e n e s  w i t h i n  t h e  ~ o p e r o n  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  t h e i r  
p a r e n t a l  s t r a i n  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  a r s e n i t e  s e n s i t i v i t y .  E a c h  s t r a i n  
w a s  t e s t e d  o n  D a v i s  a g a r  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a r s e n i t e .  
A l l  t h e  s t r a i n s  t e s t e d ,  i n c l u d i n g  t h e  p a r e n t a l  s t r a i n ,  e x h i b i t e d  
t h e  s a m e  s e n s i t i v i t y  t o  a r s e n i t e  a s  s t r a i n  P S 2 1 .  
T o  d e t e r m i n e  i f  s t r a i n  P S 2 5  w a s  t m i q u e  i n  b e i n g  b o t h  A s i r  a n d  
U n c - ,  3 7  s p o n t a n e o u s  A s i r  m u t a n t s  o f  s t r a i n  P S 2 1  w e r e  s e l e c t e d  a n d  p u r -
i f i e d  o n . D a v i s  a g a r  c o n t a i n i n g  7 m M  a r s e n i t e .  E a c h  m u t a n t  w a s  t e s t e d  
f o r  g r o w t h  o n  s u c c i n a t e  a n d  f o r  r e s i s t a n c e  t o  s t r e p t o m y c i n  ( 2 0 0 µ g / m l ) .  
A p p r o x i m a t e l y  1 5 %  ( 7  o f  3 7 )  o f  t h e s e  A s i r  m u t a n t s  e x h i b i t e d  t h e  c h a r -
a c t e r i s t i c s  o f  a n  t m c o u p l e d  m u t a n t  a s  d e f i n e d  b y  t h e  a b o v e  c r i t e r i a :  
n a m e l y  a n  i n a b i l i t y  t o  g r o w  o n  s u c c i n a t e - c o n t a i n i n g  _ a g a r  a n d  a n  i n -
c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  s t r e p t o m y c i n .  
I t  i s  k n o w n  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  3 %  o f  a l l  n e o m y c i n  r e s i s t a n t  
( N e o r )  m u t a n t s  o f  E .  c o l i  a r e  a l s o  t m c o u p l e d  ( 3 4 ) .  T o  d e t e r m i n e  
i f  s t r a i n  P S 2 5  w a s  a n  e x a m p l e  o f  a  c l a s s  o f  N e o r  U n c - m u t a n t s ,  a n  
M I C  f o r  n e o m y c i n  w a s  d e t e r m i n e d  f o r  s t r a i n s  P S 2 1  a n d  P S 2 5  ( F i g u r e  7 ) .  
S t r a i n  P S 2 5  e x h i b i t s  a  l o w e r e d  r a t h e r  t h a n  a n  i n c r e a s e d  r e s i s t a n c e  t o  
F i g u r e  7 .  T h e  M i n i m u m  I n h i b i t o r y  C o n c e n t r a t i o n  o f  N e o m y c i n  f o r  
S t r a i n s  P S 2 1  a n d  P S 2 5 .  
E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  a v e r a g e  o f  t h r e e  p l a t e s .  
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n e o m y c i n  w h e n  c o m p a r e d  t o  i t s  p a r e n t a l  s t r a i n  ( P S 2 1 ) .  T h e s e  r e s u l t s  
s h o w  t h a t  t h e  A s i r  U n c - s t r a i n  i s  n o t  i n  t h e  N e o r  U n c - c l a s s  o f  m u t a n t s  
a n d  r e p r e s e n t s  a  c l a s s  o f  t m c o u p l e d  m u t a n t s  n o t  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  
S i n c e  a  mutatio~ l e a d i n g  t o  a n  u n c o u p l e d  p h e n o t y p e  c a n  a l s o  r e -
s u l t  i n  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e ,  i t  w a s  c o n s i d e r e d  p o s s i b l e  t h a t  a r s e n i t e  
m i g h t  a c t  d i r e c t l y  o n  t h e  w i l d  t y p e  A T P a s e  i n  E .  c o l i ,  t h u s  l o w e r i n g  
A T P  l e v e l s .  A c c o r d i n g l y ,  c e l l u l a r  A T P  l e v e l s  w e r e  c o m p a r e d  i n  s t r a i n s  
P S 2 1  a n d  P S 2 5 .  T h e  d a t a  i n  F i g u r e  8  d e m o n s t r a t e s  t h a t  a r s e n i t e  r a p i d l y  
l o w e r s  A T P  l e v e l s  i n  s t r a i n  P S 2 1  ( A s i s )  b u t  d o e s  n o t  e f f e c t  t h e  l e v e l s  
o f  A T P  i n  t h e  A s i r  U n c - m u t a n t  s t r a i n  ( P S 2 5 ) .  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  e f f e c t  o f  a r s e n i t e  o n  c e l l s  w a s  
b a c t e r i o c i d a l ,  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d :  A r s e n i t e  
( l O m M  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n )  w a s  a d d e d  t o  a n  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  
c u l t u r e  o f  P S 2 1  i n  D a v i s  m e d i u m .  S a m p l e s  w e r e  t a k e n  a f t e r  3 0 ,  6 0 ,  
a n d  1 2 0  m i n u t e s  a n d  v i a b l e  c o u n t s  d e t e r m i n e d .  I n  s p i t e  o f  t h e  f a c t  
t h a t  g r o w t h ,  a s  m e a s u r e d  b y  t u r b i d i t y ,  h a d  c o m p l e t e l y  s t o p p e d ,  t h e r e  
w a s  n o  d e c r e a s e  i n  t h e  v i a b l e  c o u n t s  o f  t h e  s a m p l e s  t h r o u g h o u t  t h e  t w o  
h o u r  e x p o s u r e  p e r i o d .  T h u s ,  a n y  h y p o t h e s i s  c o n c e r n i n g  t h e  m e c h a n i s m  
o f  a r s e n i t e  t o x i c i t y  i n  ! ·  c o l i  m u s t  t a k e  i n t o  a c c o u n t  t h e  f a c t  t h a t  
a r s e n i t e  i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  i s  r e v e r s i b l e .  
4 0  
F i g u r e  8 .  C e l l u l a r  A T P  L e v e l s  i n  S t r a i n s  P S 2 1  a n d  P S 2 5  A f t e r  E x p o -
s u r e  t o  A r s e n i t e  
E x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c e l l s  i n  D a v i s  m e d i u m  w e r e  e x p o s e d  t o  S m M  
a r s e n i t e .  S a m p l e s  w e r e  t a k e n  a t  t h e  i n d i c a t e d  i n t e r v a l s  a n d  A T P  
l e v e l s  de~ermined. 














D I S C U S S I O N  
A  n e w  c l a s s  o f  u n c o u p l e d  m u t a n t s  o f  ! ·  c o l i  h a v e  b e e n  d i s c o v e r e d  
b y  s e l e c t i o n  f o r  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e .  R e c e n t l y ,  t h e  u n c o u p l e d  p h e n o -
t y p e  o f  t h e  A s i r  U n c - s t r a i n  P S 2 5  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  t h e  r e s u l t  
o f  a  d e f e c t i v e  A T P a s e  ( 3 5 ) .  T h i s  c l a s s  o f  u n c o u p l e d  m u t a n t s  i s  c l e a r l y  
d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  u n c o u p l e d  m u t a n t s  o b t a i n e d  b y  s e l e c t i o n  f o r  n e o -
m y c i n  r e s i s t a n c e .  N e o m y c i n  s e l e c t s  f o r  a  s p e c i f i c  c l a s s  o f  u n c o u p l e d  
m u t a n t s  t h a t  l e a k  p r o t o n s  t h r o u g h  t h e i r  d e f e c t i v e  A T P a s e .  A s  a  r e s u l t ,  
t h e s e  m u t a n t s  h a v e  a  l o w e r e d  p r o t o n  m o t i v e  f o r c e  ( P M F )  a n d  a r e  d e f i -
c i e n t  i n  P M F - c o u p l e d  t r a n s p o r t  s y s t e m s ,  i n c l u d i n g  t h e  o n e  f o r  n e o -
m y c i n  ( 3 6 ) .  T h e  def~ctive A T P a s e  o f  s t r a i n  P S 2 5  a p p a r e n t l y  d o e s  n o t  
c a u s e  a  l o w e r e d  P M F  s i n c e  i t  d e m o n s t r a t e s  a n  i n c r e a s e d  r a t h e r  t h a n  a  
l o w e r e d  s e n s i t i v i t y  t o  t h e  a m i n o g l y c o s i d e s ,  n e o m y c i n  a n d  s t r e p t o m y c i n  
( F i g u r e s  7  a n d  5 ) .  I n  t h i s  regard~ P S 2 5  i s  m o r e  l i k e  t h e  u n c A  s t r a i n  
A N 1 " 2 0 ,  t h a t  d o e s  n o t  h a v e  a  l e a k y  m e m b r a n e .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  t h e  r a t e  
o f  p r o t o n  e n t r y  i n t o  c~lls o f  A N 1 2 0  i s  r e d u c e d  w h e n  c o m p a r e d  t o  i t s  
p a r e n t a l  s t r a i n  ( 3 7 ) .  A s  a  r e s u l t ,  A N 1 2 0  h a s  a n  i n c r e a s e d  P M F  w h i c h  
i s  m a n i f e s t e d  b y  i t s  a b i l i t y  t o  t r a n s p o r t  s t r e p t o m y c i n  i n t o  t h e  c e l l  
a t  a  m u c h  h i g h e r  r a t e  t h a n  i t s  p a r e n t a l  s t r a i n ,  A N 1 8 0  ( 3 2 ) .  A s  a  c o n s e -
q u e n c e ,  A N 1 2 0  i s  m o r e  s e n s i t i v e  t o  s t r e p t o I _ D Y c i n  t h a n  A N 1 8 0 .  S t r a i n  
P S 2 5  a l s o  d e m o n s t r a t e s  a n  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  s t r e p t o m y c i n  w h i c h  
m a y  b e  d u e  t o  a  s i m i l a r  i n c r e a s e  i n  P M F .  I t  s h o u l d  b e  e m p h a s i z e d ,  
h o w e v e r ,  t h a t  s t r a i n s  A N 1 2 0  a n d  P S 2 5  d i f f e r  f r o m  e a c h  o t h e r  b e c a u s e  
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s t r a i n  A N 1 2 0  i s  a r s e n i t e  s e n s i t i v e  ( s e e  R e s u l t s ) .  
T h e  e x i s t e n c e  o f  t h e s e  . m u t a n t s  t h a t  a r e  d i s t i n c t  f r o m  a n y  o t h e r  
c l a s s  o f  u n c o u p l e d  m u t a n t s ,  r a i s e s  t w o  q u e s t i o n s :  F i r s t ,  h o w  c o u l d  
a  m u t a t i o n a l  a l t e r a t i o n  i n  t h e  A T P a s e  i n c r e a s e  t h e  r e s i s t a n c e  o f  E .  
c o l i  c e l l s  t o  a r s e n i t e ?  S e c o n d ,  i s  t h e  A T P a s e  c o m p l e x  i t s e l f  a  p r i m a r y  
t a r g e t  s i t e  f o r  a r s e n i t e  t o x i c i t y ?  
O n e  e x p l a n a t i o n  w o u l d  b e  t h a t  a r s e n i t e  s t i m u l a t e s  t h e  A T P a s e  
t o  b r e a k  d o w n  A T P  i n  w i l d  t y p e  c e l l s ,  a n d  a s  a  r e s u l t  o f  l o w  A T P  
l e v e l s ,  g r o w t h  w o u l d  s t o p ,  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e .  C e l l s  
t h a t  h a v e  a  d e f e c t i v e  A T P a s e  w o u l d  b e  u n a b l e  t o  d e g r a d e  A T P  b y  t h i s  
p r o c e s s  a n d  w o u l d  t h u s  b e  a r s e n i t e  r e s i s t a n t .  T h i s  h y p o t h e s i s  s e e m s  
t o  b e  s u p p o r t e d  b y  t h e  e v i d e n c e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  8  w h e r e  a r s e n i t e  
l o w e r s  A T P  l e v e l s  i n  t h e  w i l d  t y p e  s t r a i n  b u t  n o t  i n  t h e  A s i r  U n c -
m u t a n t .  I f  t h i s  h y p o t h e s i s  w a s  e n t i r e l y  c o r r e c t ,  h o w e v e r ,  a n y  m u t a n t  
l a c k i n g  A T P a s e  a c t i v i t y  s h o u l d  b e  a r s e n i t e  r e s i s t a n t .  T h i s  h a s  b e e n  
s h o w n  n o t  t o  b e  t h e  c a s e ,  a s  a l l  t h e  a~ailable ~strains, i n c l u d i n g  
t h o s e  m u t a n t s  w h i c h  l a c k  A T P a s e  a c t i v i t y ,  r e v e a l e d  a r s e n i t e  s e n s i t i v -
i t y  c o m p a r a b l e  t o  w i l d  t y p e  s t r a i n s  ( s e e  R e s u l t s ) .  
A  d e f e c t i v e  A T P a s e  m a y  b e  d i r e c t l y  i n v o l v e d  i n  a r s e n i t e  r e s i s -
t a n c e  i n  o t h e r  w a y s .  A r s e n i t e  m a y  c a u s e  i o n s  t o  l e a k  f r o m  t h e  i n n e r  
m e m b r a n e  o f  ~· c o l i  c e l l s  t h r o u g h  t h e  A T P a s e .  T h i s  w o u l d  c a u s e  a  c o l -
l a p s e  o f  o n e  o r  b o t h  c o m p o n e n t s  o f  t h e  P M F .  E v i d e n c e  f o r  t h i s  h y p o t h -
e s i s  c o m e s  f r o m  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a c u t e  a r s e n i t e  p o i s o n i n g  i n  h u -
m a n s  l e a d s  t o  c a r d i a c  a r r h y t h m i a s  w h i c h  a r e  p r e s u m a b l y  d u e  t o  i o n  
i m b a l a n c e s  a c r o s s  c a r d i a c  c e l l  m e m b r a n e s  ( 3 8 ) .  A c c o r d i n g  t o  t h i s  
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h y p o t h e s i s ,  t h e  m u t a t i o n  i n  s t r a i n  P S 2 5  w o u l d  p r e v e n t  a r s e n i t e - i n d u c e d  
i o n  l e a k s  a t  t h e  e x p e n s e  o f  d e p r i v i n g  t h e  c e l l  o f  t h e  A T P  s y n t h e -
s i z i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  A T P a s e .  T h e  o b s e r v e d  d r o p  i n  A T P  l e v e l s  d u e  
t o  a r s e n i t e  ( F i g u r e  8 )  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  i f  A T P  w a s  b e i n g  u s e d  t o  
m a i n t a i n  t h e  P M F  c o l l a p s e d  b y  a r s e n i t e - i n d u c e d  i o n  l e a k s .  
A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  a r s e n i t e  e n t e r s  E .  c o l i  c e l l s  d i r e c t -
l y  t h r o u g h  t h e  A T P a s e  a n d  e x e r t s  i t s  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  b y  c o v a l e n t l y  
b i n d i n g  t o  i n t r a c e l l u l a r  e n z y m e s  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .  A l t h o u g h  t h e  
d a t a  o n  r e v e r s i b i l i t y  d o  n o t  s u p p o r t  a  h y p o t h e s i s  w h e r e  c o v a l e n t  
i n t e r a c t i o n s  e x i s t  ( s e e  R e s u l t s ) ,  a r s e n i t e  s t i l l  m i g h t  e n t e r  t h e  c e l l  
t h r o u g h  t h e  A T P a s e .  A  m u t a t i o n  a l t e r i n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  A T P a s e  
c o u l d  b l o c k  a r s e n i t e  e n t r y  o r  d e c r e a s e  i t s  r a t e  o f  e n t r y ,  w h i l e  e l i m i -
n a t i n g  A T P a s e  s y n t h e t a s e  a c t i v i t y .  
A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  a r s e n i t e  d o e s  n o t  a c t  d i r e c t l y  o n  
t h e  A T P a s e ,  b u t  t h a t  c h a n g e s  i n  t h e  A T P a s e  c o m p l e x  i n c r e a s e  a r s e n i t e  
r e s i s t a n c e  i n  a n  i n d i r e c t  m a n n e r .  I f  a r s e n i t e  e n t r y  i n t o  c e l l s  w e r e  
d e p e n d e n t  o n  t h e  l o w  m a i n t a i n a n c e  o f  t h e  P M F  a t  a  s u f f i c i e n t l y  l o w  
l e v e l ,  t h e n  t h e  p r e s u m e d  i n c r e a s e  i n  P M F  o f  s t r a i n  P S 2 5 ,  a s  d e m o n s t r a -
t e d  b y  i t s  ~eightened s e n s i t i v i t y  t o  s t r e p t o m y c i n ,  m i g h t  m a k e  t h e  c e l l  
m o r e  r e s i s t a n t  t o  a r s e n i t e .  I n  o t h e r  w o r d s ,  a r s e n i t e  e n t r y  w o u l d  b e  
· a n  i n v e r s e  f u n c t i o n  o f  t h e  P M F .  T h i s  c o n j e c t u r e  i s  n o t  c o n s i s t e n t  
w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  s t r a i n  A N 1 2 0  i s  a r s e n i t e  s e n s i t i v e .  
T h e  u s e  o f  a r s e n i t e  t o  s e l e c t  u n c o u p l e d  m u t a n t s  h a s  a d v a n t a g e s  
o v e r  u s i n g  n e o m y c i n ,  a s  t h e  f r e q u e n c y  o f  o c c u r a n c e  i s  5 - f o l d  h i g h e r .  
A d d i t i o n a l l y ,  s i n c e  t h e  s t r a i n  o f  u n c o u p l e d  m u t a n t  ( P S 2 5 )  i s  d i f f e r -
e . n t  f r o m  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  m u t a n t s ,  t h e r e  i s  a  p o s s i b i l i t y  t h a t  
o t h e r  c l a s s e s  o f  A s i r  U n c - m u t a n t s  e x i s t ,  w h i c h  c o u l d  b e  i s o l a t e d  
a n d  s t u d i e d  t o  g a i n  m o r e  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  
A T P a s e  c o m p l e x .  
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I n  s u m m a r y ,  a p p r o x i m a t e l y  1 5 %  o f  a l l  A s i r  m u t a n t s  o f  s t r a i n  P S 2 1  
a l s o  d e m o n s t r a t e  a n  u n c o u p l e d  p h e n o t y p e .  On~ s u c h  m u t a n t  a n a l y z e d  
i n  d e t a i l  s h o w e d  t h a t  t h e  g e n e s  d e t e r m i n i n g  a r s e n i t e  r e s i s t a n c e  a n d  
t h e  u n c o u p l e d  p h e n o t y p e  w e r e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  s a m e  m u t a t i o n  a n d  t h a t  
t h e  m u t a t i o n  m a p p e d  i n  o r  n e a r  t h e  ~ o p e r o n .  
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